ANNALES 
DE INSTITUT PASTEUR 


FONDEES SOUS LE PATRONAGE DE M. PASTEUR 


PAR 


E, DUCLAUX 


ET CONTINUEES PAR 


E. ROUX (1904) A. GALMETTE (1922) 


COMITE DE DIRECTION 


Gab. BERTRAND, E. LECLAINCHE, L. MARTIN, 
F. MESNIL, G. RAMON, L. VAILLARD, 
assistés des Professeurs et Chefs de service de l'Institut Pasteur. 


Secrétaire de la Rédaction : A. BOQUET. 


AYX7S  -POME CINQUANTE-QUATRIEME 


4 Janvier-Juin 1935 


PARIS 


MASSON ET Cie, EDITEURS 
LIBRAIRES DE L’ACADEMIE DE MEDECINE 
420, Boulevard Saint-Germain (6¢). 


~ ‘ { 
—~— 4 . 
— . r ‘ 
™ 7 i’ 
—— ‘ 
} i ~ ‘ 


3 ere Ae A We eee r 
ah eT he Le 


' : is S 


= ty 


‘ ‘d —— tye g WA Ooh a 4 - a bets 


T. 54 JANVIER 41935 News 


ANNALES 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


ESSAIS SUR L’IMMUNITE ANTITOXIQUE 


(PREMIER| MEMOIRE) 


DE L’ACTION TOXIQUE ET IMMUNISANTE 
DE LA TOXINE DIPHTER QUE APPLIQUEE SUR LA PEAU 


par G. RAMON et M. DJOURICHITCH. 


Les recherches sur limmunité antitoxique que nous avons 
poursuivies jusqu’ici ont eu un but surtout pratique; elles ont 
abouti & des méthodes maintenant couramment emplovées, 
quil s’agisse des vaccinations anatoxiyues ou a n de la pro- 
duction des sérums antitoxiques. 

Nous avons donné & nos essais nouveaux une orientation 
théorique, examinant les modalilés diverses de Vimmunilé 
antiloxique et cherchunt a en pénétrer le mécanisme. 


* 
* ¥ 


Dans les recherches que nous allons relater ici et que nous 
avons entreprises avec la précieuse collaboration de M. Djou- 
richitch, nous avons éludié l’action toxique et 1mmunisante de 
la toxine diph'érique appliquée sur la peau de l’animal d’expé- 
riences. 

Ces questions ou des questions connexes ont déja fait l'objet 
d’assez nombreux travaux. C’est aiusi que EK. Roux et 
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A. Yersin (1) examinant, dés 1889, les propriétés de la toxine 
diphtérique avaient pu reproduire de véritables fausses mem- 
branes en faisant agir cette toxine sous la peau da lapin. 

Au cours de ces derniéres années, Loewenstein s'est proposé, 
chez l'animal d’abord, chez homme ensuite, de réaliser la 
vaccination antidiphtériqne parla voie cutanée au moyen d'une 
culture diphtérique formolée, incorporée dans un onguent avec 
lequel on frictionne la peau. Les résultats expérimentaux 
annoncés par Lowenstein (2) ont été, en grande partie, infir- 
més par divers auteurs : Beker (3), Schafer (4), Schmidt (5), 
P. Nélis (6), ete., qui ont cherché a les vérifier. 

Dés 1924, Ch. Zoeller (7) constate, a la fois chez le cobaye et 
chez l'homme, que injection intradermique de toxine diphté- 
rique ne détermine pas limmunité « locale ». 

Dans un ordre d’idées voisin, Ch. Zoeller et l’un de nous (8) 
réussissent & conférer, 4 Vhomme, l’immunité antidiphtérique 
ou antitélanique, au moyen d’instillations nasales répélées 
d’anatoxine spécifique. Ils établissent qu’il s’agit la non pas 
d’une immunité « locale », mais d'une zmmunité antiloxique 
générale, humorale, de méme nature, quoiqu’en général d’un 
moindre degré que l’immunité obtenue en injectant l’anatoxine 
sous la peau (9). 

On connait les travaux-de Besredka et de ses collaborateurs 
sur le sujet qui nous occupe ici. Pour notre savant collégue, la 
toxine diphtérique, a l’instar des « antivirus », immunise les 
cellules « spécifiquement réceptives », par exemple les cellules 
du revétement cutané sur lequel elle est appliquée a l’aide d'une 
créme. « En rasant simplement la peau du lapin ou mieux 
encore en frictionnant la peau rasée au moyen d'une créme a la 


1) E. Roux et A. Yersin. Ces Annales, 3, 1889, p. 385. 


( 
(2) Lorwenstein. Wiener Klin. Woch., 53, 1929, p. 193, ete. 
(3 

( 

( 
( 
( 


tion des anticorps (hémolysines), la porte d’entrée cutanée de lantigéne ne se 
comporte pas différemment, d’aprés Gernez, des autres modes d’inoculation. 


IMMUNITE DIPHTERIQUE 7 


lanoline on réalise l’immunité « locale non spécifique » vis-a-vis 
de la toxine diphtérique appliquée quelques jours aprés au 
méme endroit. En pratiquant ensuite chez les lapins la cuti- 
vaccination au moyen de crémes de plus en plus riches en 
toxine diphtérique, on crée une immunité qui est spécifique et 
rigoureusement « locale ». Celle-ci permet d’arriver, en peu de 
temps, a réaliser l’immunité « antidiphtérique générale » (1). 


* 
* * 


Dans nos propres essais, nous avons accumulé un grand 
nombre de faits, les laissant parler d’eux-mémes avant de 
chercher a les interpréter. Pour ne pas allonger inutilement ce 
mémoire, nous ne reproduirons ici que les expériences types. 


ConDITIONS GENERALES DES EXPERIENCES. 


Il résulte des tentatives déji anciennes de Sziile (2) et de 
celles que nous avons nous-mémes effectuées plus récemment, 
que le cobaye se préte assez mal a ce genre d’expériences ; 
aussi nous avons préféré, comme la plupart des auteurs qui se 
sont occupés du méme sujet, avoir recours au lapin. 

Nous avons employé des lapins pesant 2 kilogrammes a 
2 kilogr. 500. . 

Avant d’appliquer la toxine, les lapins sont rasés, ou bien 
épilés au moyen de sulfure de baryum soit au niveau de l’un 
des flancs, soit au niveau des deux flancs, sur une surface 
d’environ 10 cent. carrés. 

La toxine diphtérique utilisée est une toxine stabilisée titrant 
20 unités antigénes au centimétre cube. Immédiatement aprés 
son obtention elle tuait, en quatre jours, le cobaye de 250 gram- 
mes & la dose de 1/1.500 de centicube; au moment méme de 
son emploi, dans nos expériences, elle tue le cobaye & la dose 
de 1/1.000 de centicube et le lapin 4 la dose de 1/80 de centi- 
cube, en quatre jours. 

Pour son application & la surface de la peau du lapin, la 
toxine est incorporée, 4 doses variables, dans une pommade 


(4) Voir A. Besrepka. Ces Annales, 46, 1934, p. 542. 
(2) -C. R. Soc. Biol., 96, 1927, p. 134. 
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composée de* deux parties de lanoline (6 grammes) et d'une 
partie de vaseline (5 grammes). Dans certains cas, nous avons 
substitué & celte pommade une solution dans l’eau physiolo- 
gique ou une solution glycérinée de toxine. Enfin, nous avons 
employé, dans quelques expériences, une pommade dans 
laquelle la toxine était remplacée par du bouillon. La surface 
de la peau, friclionnée avec la pommade, est recouverte durant 
vingt-quatre heures par un pansement. 


Action toxique du poison diphtérique sur la peau du lapin. 


Nous avons étudié, en premier lieu, cerlaines modalités 
d’application de la toxine diphtérique sur la peau du lapin, 
celle-ci ayant, parexemple, subi auparavant divers traitements. 


Le lapin ne 4, 2-13, est rasé sur les deux flancs, le 19 février. Le méme jour 
la peau est frictionnée sur le flanc droit avec une pommade renfermant du 
bouillon. Rien d’anormal n’est observé par la suite, en ce qui concerne la 
portion de peau ainsi traitée. Le 4** mars. soit dix jours apres, la peau des 
deux flancs, aprés avoir été rasée a nouveau, est friclionnée avec une pom- 
made contenant 2 cent. cubes de toxine pure pour 9 cent. cubes de pommade. 
Dans les jours qui suivent, les deux flancs, le flanc droit qui a été traité au 
préalable par la pommade au bouillon, comme le flanc gauche non traité, 
présentent l'un et l'autre de l’cedéme, puis de petites escarres, ces lésions 
sont de méme intensité des deux cdlés. Le lapin maigrit, puis finit par 
succomber tardivement (le 14 mars) 4 l’intoxication diphtérique générale. 


Le lapin n® 3, 4-13, est comme le précédent rasé sur les deux flancs, le 
49 février, puis frictionné sur le flanc droit au moyen d’une pommade au 
bouillon; sept jours aprés, le 26 février, les deux flancs sont a nouveau rasés 
et on leur applique une pommade contenant 2 cent. cubes de toxine pure. 
Les jours suivants, ils présentent de petites escarres. La peau étant rede- 
venue normale, le 14 mars, les deux flancs sont rasés pour la troisiéme fois 
et frictionnés immédiatement aprés, avec la pommade renfermant 2 cent. 
cubes de toxine. Les cedémes, puis les escarres réapparaissent au niveau 
des deux flancs. 


Le lapin n° 5, 6-13, aprés avoir été rasé, lui aussi, sur les deux flanes le 
49 février, est frictionné sur le flane droit avec la pommade au bouillon 
simple. Quarante-huit heures aprés, sans avoir été rasé une seconde fois, 
les deux flancs sont frictionnés avec la pommade dans laquelle on a incor- 
poré 2 cent. cubes de toxine diphtérique pure. Cette application provoque 
de lcedéme, puis de petites escarres sur les deux flancs; toutefois, ces phé- 
noménes d’intoxication locale sont moins intenses que chez les lapins dont 
les flancs ont été rasés immédiatement avant l'application de la pommade 
toxique. 
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Chez le lapin n° 11, 12-13, dont les deux flancs sont rasés le 20 février, on 
effectue, le méme jour, une friction sur le flane droit avec une pommade con- 
tenant non plus du bouillon, comme dans les expériences précédentes, mais 
une partie d'une dilution au 1/25 de toxine pour neuf parties de pommade. On 
observe, les jours suivants, une trés légére inflammation de la peau du flanc 
droit. Le 26 février, aprés avoir rasé les deux flanes on les frictionne avec 
une pommade dans laquelle on a incorporé 2 cent. cubes de toxine. On 
observe iciles mémes phénoménes : cedémes, escarres, au niveau des deux 
Nancs. , 


Le flane droit des lapins n°: 20, 21-20 et 28, 29-20 est rasé une seule fois, 
puis frictionné plusieurs fois par la suite durant une période de quinze jours, 
a des intervalles de quatre 4 cing jours, au moyen d’une pommade faiblement 
toxique (9 grammes de pommade + 1/23 de centimétre cube de toxine). Les 
deux flancs sont alors rasés et fricuonnés avec la pommade riche en toxine. 
Les réactions locales se sont montrées de méme intensité sur les deux 
flancs. 


Ces différentes expériences et d'autres analogues montrent 
que le poison diphtérique appliqué sous forme de pommade 
exerce, sur la peau /fraichement rasée ou épilée, une action 
toxique manifeste qui se traduit par l’apparition, sur le terri- 
toire cutané ainsi traité, d’un cedéme inflammatoire, puis de 
petites escarres caractéristiques. 

Le fait de raser la peau ou de l’épiler, immédiatement avant 
Yapplication de la pommade 4 la toxine, favorise l’action de 
celle-ci et cela vraisemblablement grace aux petites érosions 
cutanées causées par le rasoir ou l’épilation. L’application 
préalable d'une pommade contenant du bouillon simple ne 
modifie pas l'etfet toxique d’une pommade renfermant du poi- 
son diphtérique. L’influence favorisante du feu du rasoir sur 
Vaction nécrosante de la toxine diphtérique appliquée sur la 
peau est rendue plus évidente encore par les expériences que 
nous allons résumer. 


5 lapins nes 40, 44-20; 36, 37-20; 32, 33-20; 18, 19-20; 39, 39-20 sont ou rasés 
ou épilés sur le flanc droit; on applique immédiatement sur la surface rasée 
ou épilée, chez les uns, de la pommade au bouillon simple, chez les autres 
de la pommade renfermant 4 cent. cube d’une solution de toxine au 1/25; le 
flanc gauche nest l'objet d’aucun traitement. Par contre, six 4 dix jours 
apres (suivant les animaux), le flanc gauche seul est rasé, le flanc droit 
restant intact. Sur les deux flancs, on applique alors de la pommade conte- 
nant de la toxine pure. La peau du flane gauche fraichement rasée présente 
les lésions habituelles : inflammation locale, escarres. La peau du flanc 
droit qui n’a pas été rasée depuis six a4 dix jours ne réagit que faiblement 
ou méme pas du tout, a l’applicationde la pommade toxique. Sur la peau 
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qui n'a pas été rasée depuis une dizaine de jours, la toxine n’a guére plus 
d’action que sur le tégument qui n’a jamais été rasé ou épilé, et dont les 
poils ont été simplement coupés aux ciseaux, en évitant de blesser lépi- 
derme. 


Ainsi le feu du rasoir (comme l|’épilation) contére une senst- 
bilité momentanée a la toxine diphtérique ; les multiples pelites 
blessures qu’il provoque permetlent en effet & la toxine de 
pénétrer dans les tissus et d’y exercer son action inflammatoire. 
Les minces plaques de nécrose que l'on constate au niveau de 
la peau rasée ou épilée ayant subi l’action du poison diphtérique 
sont comparables & celles qui résultent d’injections intra- 
dermiques de trés petites doses de toxine. 

A mesure que les blessures faites au revétement cutané par 
le rasoir ou l’épilation se cicatrisent, & mesure que Je tégument 
recouvre son intégrité, la réceptivité ainsi artificiellement et 
momentanément créée disparait (elle apparailra & nouveau 
sous le feu du rasoir). La disparition progressive, dans ces con- 
ditions, de la sensibilité de Ja peau rasée, a la toxine, ne doit 
pas étre interprétée comme le résultat de l’acquisition d'une 
immunité locale méme non spécifique, mais simplement comme 
le retour & la résistance normale que la peau intacte posséde, 
grace aux moyens naturels de protection. En effet, comme le 
montrent les expériences ci-dessus relatées, la peau non rasée 
et qui aconservé son intégrité oppose une barriére, suffisamment 
solide, 4 la pénétration de la toxine et & son effet nocif. 

Dans la plupart des cas, la sensibilité de la peau rasée n’est 
pas atténuée par l’application plusieurs fois répétée, & quelques 
jours d intervalle, soit d’une pommade au bouillon simple, soit 
d’une pommade plus ou moins riche en toxine. 


* 
ay. 


Dans une autre série d’expériences, nous avons étudié l’action 
toxique du poison diphtérique sur la peau en faisant varier 
Pexcipient. 

Nous avons utilisé la toxine, non plus incorporée dans une 


pommade, mais diluée soit dans l’eau physiologique, soit dans 
Teau glycérinée. 


Le 24 mars. le lapin n° 66, 67-30, dont la peau a été épilée au moyen du 
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sulfure de baryum au niveau du flanc droit, est immédiatement frictionné sur 
cette aire, avec une solution composée de 4 cent. cube de toxine diphtérique 
diluée au 1/25 et de 9 cent. cubes d’eau physiologique. Les jours suivants, 
on observe, a l’endroit frictionné de la congestion, et de l’cedéme, puis de 
petites escarres. Le 4 avril, la peau n’étant pas épilée A nouveau, on pratique 
une friction avec une solution contenant 8 cent. cubes d’eau et 2 cent. cubes 
de toxine pure. On observe dans la suite les mémes phénoménes que ceux 
qui ont succédé a la premiére friction, mais peut-étre moins accentués. Ces 
phénoménes sont encore moins prononcés aprés une troisiéme friction, non 
précédée d‘épilation au moyen d'une solution renfermant 3 cent. cubes de 
toxine pour 7 cent. cubes d'eau. 


Le lapin 68, 69-30, apres épilalion du flanc droit (le 24 mars) est, frictionné a 
ce niveau, le méme jour, au moyen d'une solution renfermant 5 cent. cubes 
de glycérine, 4 cent. cubes d’eau et 1 cent. cube d’une dilution de toxine au 
4/25. On note les jours suivants une inflammation assez vive de la peau fric- 
tionnée. Le 4 avril, sans étre épilée, la peau est frictionnée au méme endroit 
que précédemment, avec le mélange 4a parties égales d'eau (4 cent. cubes) et 
de glycérine (4 cent. cubes) mais renfermant 2 cent. cubes de toxine. La 
réaction locale est vive. Le 9 avril, on effectue une nouvelle friction avec le 
méme mélange glycériné renfermant 3 cent. cubes de toxine. Un fort 
cedéme apparait: lanimal maigrit et meurt le 43 avril succombant 4 une 
intoxication diphtérique générale. 

Dans une autre expérience, le lapin n° 64, 65-30, traité de méme facon a 
résisté, quoiqu’ayant présenté les mémes lésions locales. 

Le lapin 81, 82-31, est épilé le 27 mars dans la région du flane droit. Immé- 
diatement aprés, on frictionne Vaire épilée avec un mélange de 2 cent. cubes 
de glycérine et 2 cent. cubes de toxine. I’animal meurt dans la nuit du 
30 au 31 mars d’intoxication diphtérique aigué. 

Le lapin 92, 93-35, est trailé de méme fagon le 3 avril, il meurt,le 7 avril 
d'intoxication diphtérique. 


Ainsi, lorsque l’on utilise comme excipient la glycérine, on 
provoque presque toujours la mort de l’animal par intoxication 
diphtérique générale plus ou moins aigué, suivant les modalités 
d’application. La glycérine facilite non seulement l’action de la 
toxine sur la peau rasée ou épilée par lirritation qu'elle produit 
mais encore elle favorise l'absorplion du poison en plus grande 
quantité, d’ou lintoxication générale de l’organisme (1). 

Par contre, la pommade que |’onemploie pour enrober la 
toxine, sans entraver complétement l’action de ceile-ci sur la 
peau rasée, ralentit sa pénétration dans l’organisme. Le poison 
diphtérique ne passant que lentement dans l'économie générale 


(4) Déja Becker avait constaté que le sérum anlidiphtérique additionné de 
glycérine et Ja toxine a laquelle on ajoute de la saponine, par exemple, sont 
mieux absorbés par la peau (Zeitsch. f. Immunitdtsf, 62, fasc., 1. 2, 1929, p. 164). 
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de l’animal, et en quantité relativement faible, se montre le 
plus souvent incapable d’en'rainer la mort (1). L’absorption 
ménagée et la pénétration lente permettent alors, comme nous 
allous le voir, l’action immunisante de la toxine. 


Action immunisante de la toxine diphtérique 
appliquée sur la peau. 


En dehors de sa propriété toxique, grace & laquelle elle agit 
sur les cellules et les tissus pour provoquer les réactions cellu- 
laires ou tissulaires que nous constatons, la toxine posséde un 
pouvoir immunisant capable d’entrainer l'apparition et le déve- 
loppement de l’immunité spévifique. De quelle fagon se mani- 
feste ce pouvoir immunisaut lorsque la toxine est appliquée sur 
la peau? C’e~t ce que nous allons rechercher au moyen de 
nouvelles expériences chez le lapin. 


3 lapins \n°* 15, 16-43 ; 20, 21-13; 417, 18-13) aprés avoir été rasés, le 20 février, 
sur le flane droit sont immédiatement soumis a4 une application de pommade 
faiblement toxique (9 grammes de pommade + 1 cent. cube de la solution 
de toxine au 1/25), puis le 2%, le 27 février et le 5 mars, a de nouvelles appli- 
cations de pommades de plus en plus riches en toxine (contenant 2, 5,5 cent. 
cubes de toxine pure). Apres la derniére friction, la peau, qui jusque-la pré- 
sentait des réactions plus ou moins marquées, demeure normale chez tous 
les lapins. A ce moment, un dosage praliqué dans le sérum des animaux 
ainsi traités révéle une teneur en antitoxine comprise entre 1/3 et 3 unités 
suivant les animaux. 


Le lapin n° 7, 8-13, est rasé sur le flane droit, le 20 février, puis frictionné 
avec une pommade faiblement toxique (2 cent. cubes de toxine); les réactions 
locales : cedéme, escarres, qui suivent ce traitement, sont vives. Le 21 mars, 
soit quatre semaines aprés le début du traitement, le flane droit est épilé et 
frictionné avec la pommade diphtérique (renfermant 2 cent. cubes de toxine 
pure). L’inflammation locale est encore assez vive. Le 6 avril. nouvelle épila- 
lion et application de pommade (contenant 5 cent. cubes de toxine diphté- 
rique); la réaction de la peau est, celte fois, A peu prés nulle. Le sérum 
recueilli le 6 avril renferme une quantité d’antitoxine supérieure a 1/10 dunilé 
par centicube. On remarquera le grand intervalle de temps qui sépare les 
deux derniéres applications de pommade. 


Ainsi, chez ces lapins, en méme temps que nous constatons 


(4) Des essais encore inédits, poursuivis avec la collaboration de MM. Lemé- 
tayer et Richou, nous ont montré qu'il en est de méme lorsque la pommade 
contenant la toxine diphtérique est introduite directement sous la peau. 
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Vabsence de phénoménes inflammatoires et de nécroses locales 
au point d’application du poison diphtérique, nous décelons, 
dans le sé:um des mémes animaux |’antitoxine spécifique en 
proportion relativement forte (1). 

Exammons, par contre, le cas des lapins 28, 29-20 et 81, 82-38. 


Le lapin 28, 29-20, est épilé le 3 mars au niveau du flane droit; Ce méme 
jour, puis le 7 et le 13 mars, on applique en friction, 4 cet endroit, une pom- 
made contenant 1/25 de centicube (le 3 mars), puis 2 cent. cubes de toxine 
(les 7 et 13 mars). Le 19 mars et le 6 avril, nouvelle application de pommade 
(renfermant 5 et 10 cent. cubes de toxine). Chacune de ces applications est 
suivie de l’apparition d’cedémes et d’escarres. Le dosage de I’antitoxine, pra- 
tiqué dans les sérums recueillis le 29 mars et le 6 avril, indique une quantité 
d’antiloxine trés notablement inférieure a 1/30 d'unité antitoxique. 

Le lapin 81, 82-38, est épilé le 12 avril au niveau du flanc droit. L’aire épilée 
est immédiatement frictionnée avec la pommade diphlérique (1/25 de toxine), 
ainsi que les 16 et 19 avril (pommade renfermant 4 cent. cube, puis 5 cent. 
cubes de toxine). Le 24 avril, aprés épilation des deux flancs et nouvelle fric. 
tion avec la pommade diphtérique (5 cent. cubes de toxine), l’animal présente 
de trés fortes réactions au niveau des deux ffancs, il meurt d’ailleurs le 
28 avril d’intoxication diphtérique. Une prise de sang avait été faite le 
24 avril, le sérum ne contenait aucune trace décelable d’antitoxine. 


Chez ces animaux (2) dont le sérum ne contient pas d'antito- 
xine spécilique, ou nen contient que des quautlilés trés faibles, 
action nécrosante du poison diphtérique persiste. L’absence 
totale d’anlitoxine permet en outre, dans le dernier cas, |’in- 
toxication générale de l’animal. La résistance locale et la résis- 
tance générale a l’intoxication diph'érique sont liées chez nos 
lapins a la présence de l’antitoxine spécifique dans les humeurs. 
Il résulte de l’ensemble de nos constatations que le taux d’anti- 
toxine humorale doit atteindre au moins 1/10° dunité anti- 
toxique par centimétre cube de sérum pour empécher I’action 
nécrosante du poison diphtérique appliqué sur la peau. Bien 


x 


eutendu, la proportion d’antitoxine humorale nécessaire & la 


(4) C’est avec intention que dans ces essais nous n’avons pas cherché a 
déceler 'immunité d’une facon plus précoce au moyen des épreuves tntrader- 
miques. Nous avons eu recours a cette technique dans des expériences d’un 
autre ordre qui feront l'objet d’un autre mémoire. 

(2) Remarquons en passant les différences indiviluelles trés accusées qui 
existent dins l'établissement et la valeur de V’immunité chez nos lapins. Les 
différences dans ce domaine sont déja grandes, on le sait. lorsqu’on injecte 
sous la peau, par exemple, des animaux la méme doxe d’antigéne : a plus 
forte raison, ict, ou d’autres causes de variation interviennent : différences 
dans l'état de la peau, d'un sujet a l'autre d'aprés la race, l'age,, etc., tric- 
tion plus ou moins énergique ou prolongée, pénétration plus ou moins 


lente, etc... 
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protection & la fois locale ou générale est variable suivant 
l'intensité de l’action toxique qui s’exerce, les expériences 
suivantes permettent de s’en rendre compte. 

Le lJapin 82, 83-37, recoit, le 7 avril, 1 cent. cube d’anatoxine diphtérique sous 
la peau. D’aprés nos constatations anciennes, l’antitoxine commence a 
apparaitre dans la circulation vers le dixiéme jour aprés linjection. Le 
20 avril, notre animal, aprés avoir élé épilé au niveau des deux flancs, est fric- 
tionné sur le flanc droit avec une pommade renfermant 5 cent. cubes de 
toxine sur le flanc gauche avec le mélange de 5 cent. cubes de toxine 
et de 5 cent. cubes de glycérine. A droite, la réaction de la peau est a peine 
marquée ; a gauche, on note de I'edéme et des escarres. Le sérum prélevé 
le 20 avril contient 1/30¢ d’unité antitoxique par centicube. Le 27 avril, on 
répéte la méme opération que le 20; on note encore l’apparition d’un léger 
cedéme et de nécroses culanés 4 gauche, la peau demeure normale a droite. 
Le dosage du sérum prélevé Je 27 avril indique une teneur en antiloxine 
égale 4 4/10° d’unité. 

Le lapin 86, 87-37, est traité exactement dans les mémes conditions que le 
précédent. La double friction opérée le 27 avril sur le flane droit avec la 
pommade a la toxine, sur le flane gauche avec la toxine glycérinée n’entraine 
aucune lésion de la peau, pas plus 4 gauche qu’a droite. Le titre du sérum 
provenant d’une saignée effectuée le 27 est égal 41 unilé par centicube. 

De ces expériences il ressort, en premier lieu, que ]’immu- 
nité antitoxique générale qu’entraine une injection unique 
d’anatoxine diphtérique esl capable d’assurer !a protection de 
la peau rasée ou épilée contre l’action inflammatoire et nécro- 
sante de la pommade renfermant le poison diphtérique. 

Ces exemples nous montrent en outre clairement, qu’un 
taux d’antitoxine suffisant pour empécher l’effet toxique local 
de la toxine enrobée dans une pommade a base de lanoline et 
de vaseline, ne l’est plus lorsque |’excipient de la toxine est la 
glycérine. Dans ce dernier cas, en effet, la toxine dont l’absorp- 
tion est favorisée par |’action irritante de la glycérine sur la 
peau rasée exige pour sa neutralisation sur pie ure plus 
grande quantité d’antitoxine. 


Sur le mécanisme de l'action immunisante de la toxine 
diphtérique appliquée sur la peau de l’animal d’expériences, 
ou élaborée par le germe diphtérique 
dans la gorge du malade. 


Les faits constatés et les déductions qui en découlent logi- 


quement vont nous permettre de mieux saisir l’action de la 
toxine appliquée sur la peau de J'animal. 
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La peau fraichement rasée ou épilée est, nous l’avons vu, 
capabie d’absorber, en plus ou moins grande quantité, la 
toxine que l’on applique & sa surface. Comme nous l'avons 
constaté, l'absorption varie avec excipient de la toxine ; elle se 
fait lentement lorsque la toxine est enrobée dans une pommade 
a base de lanoline et de vaseline; par contre, elle s’opére plus 
rapidement, plus aisément, lorsque l’excipient est la glycérine. 

Le poison diphtérique, lors de son absorption, se fixe partiel- 
lement sur le derme ou les tissus sous-jacents, et provoque de 
leur part des réactions inflammatvires qui se traduisent par 
une succession de phénoménes : congestion, cedéme, aboutis- 
sant aux nécroses et aux escarres localisées aux endroits pri- 
mitivement touchés par le poison. 

Une portion de la toxine absorbée est immédiatement 
entrainée par la circulation dans l’intimité de lorganisme ; si 
elle est suffisante, et si la pénétration est rapide — par exemple, 
lorsque la glycérine est ulilisée comme excipient — elle peut 
amener la mort del’animal par intoxication générale. Lorsque, 
par contre, l’absorption est plus graduée, plus lente, moins 
importante aussi, et c’est le cas lors de l’application au moyen 
de la pommade, la toxine ne provoque le plus souvent aucun 
trouble apparent dans l’organisme; dans ces conditions, elle est 
a méme de pouvoir manifester ses propriétés immunisantes. 
Les applications répétées de pommade renfermant de la toxine 
font en réalité office d’injections multiples, plus ou moins espa- 
cées dans le temps, de petites doses d’antigéne. La voie « trans- 
culanée » représente ainsi, pour la toxine considérée comme 
antligéne, une voie de pénétration analogue aux autres, ana- 
logue par exemple a la voie intradermique ou encore 4 la voie 
sous-culanée. A la toxine absorbée au moment méme des appli- 
cations, s'ajoute d’ailleurs celle momentanément fixée dans 
les tissus de la porte d’entrée; plus ou moins modifiée par 
Vaction des cellules ou des ferments cellulaires, elle est, en 
effet, peu & peu résorbée et passe dans la circulation. 

La toxine ayant ainsi pénétré au sein de l'organisme peut y 
jouer son role d’antigéne ; en cette qualité, elle entraine l'appa 
rition de l'antitoxine spécifique et l’élablissement de l’immu- 
nité antitoxique générale. La résistance & l’intoxication locale 
spécifique constatée 4 un moment donné chez nos lapins au 
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niveau del’application de la pommade toxique est la conséquence 
et le témoignage de cetle immunité, de méme que la réaclion 
a l’épreuve intra cutanée de Schick, chez lhomme, traduit, 
elle aussi, ]'existence de l’immunité antitoxique générale & 
laquelle elle sert de mesure. 

Est-ce a dire que la peau ou les tissus sous jacents se com- 
portent comme de simples fillres, comme des membranes 
inertes et ne jouent aucun réle dans le développement de 
Vimmunilé antiioxique ? Assurément non. Il a été établi par 
Yun de nous il y a dix ans déja (1) que l’inflammation locale 
provoque chez le cheval par linjection sous-cutanée dun 
mélange d’anatoxine el de substances non spécifiyues (tapioca 
par exemple) a comme conséquence, une production beaucoup 
plus abondante d’antitoxine que celle que permet d’atleiudre 
l’anatoxine seule; on sait quels progrés cette cons atation a 
enirainé dans la pratique des vaccinations anatoxiques et dans 
la préparation des sérums antitoxiques. Plus révemment, nous 
avons montré (2) que la supériorilé de limmunité antitoxique 
chez les animaux qui ont élé soumis a l’injection du mélange 
d'analoxine et d’anligéne microbien (B. C. G., bacille diphté- 
rique, par exemple) est en relation avec les phénomenes inflam- 
matoires locaux que provoque l’antigéne micrvbien: au lieu 
d’inoculation et qui concurremment avec ceux déterminés par 
lanligéne anatoxique injecté au méme endroit, exercent leur 
influenve sur la production de l’antitoxine spécifique. Ces 
phénoménes, souv nt limités dans leur étendue, suffisent a 
modifier, & amplifier fortement la valeur de Vimmunité. 

Il en est de méme lors de l’applicatinn de: la toxine sur la 
peau du lapin rasée ou épilée. La quantité de toxine qui est 
résorbée a la suite de l’application de la pommade toxique est en 
réalité bien minime(3) et sa capaciléimmunisante relaltivement 


(1) G. Ramon. Bullet. et Mém. de la Soc. Cent. de Med. Vétér., 450, n° 10, 1925 et 
n° 20, 1925; C. R. Acad. d. Sciences, 484, 1925, p. 151. Ces Annales, 40, 1926, p. 1. 

(2) G. Ramon et M. Diovsrcarrcu. Ces Annales, 54. 1933, p. 407. 

(3) R. Richou, dans un travail exéculé récemment, sous nos yeux, a mon- 
tré que la quanlilé d antitoxine absorbée par la peau du cobaye (dans des 
conditions analogues a celles de nos recherches) correspond a la milliéme 
partie de la quantité totale appliquée sur la peau. (R. Richou, Ces. Annales, 
54. 1933, p. 1417 ) On peut penser qu'il en est de méme pour la toxine, car 
si une forte quantité de toxine pénétrait dans l'organisme elle entrainerait 
la mort de l’animal. 
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faible. Les phénoménes inflammatoires provoqués localement 
par la toxine elle-méme et qui sont ici particuligrement déve- 
loppés, en étendue et en intensité, si on les compare a ceux 
que déclenche, au point d’injection, le mélange d’anatoxine et 
d’antigene microbien par exemple, viennent amplifier d’une 
fagon beaucoup plus intense encore, le pouvoir immunisant 
que la toxine, comme l’anatoxine, tient de sa valeur intrin- 
ségue (1). Nous pouvons invoquer en faveur de cette inter- 
prétation des faits, les résultats expérimentaux obtenus par 
divers auteurs, en particulier P. Nélis, dans des expériences 
similaires effectuées & |’aide de l’anatoxine diphtérique (2). Il 
ressort de ces expériences que l’anatoxine incorporée dans 
une pommade avec laquelle on frictionne énergiquement 
la peau rasée du lapin, provoque une immunité notablement 
inférieure 4 celle engendrée par la toxine dans des conditions 
analogues. Or, l'anatoxine ne produit dans les tissus cutané et 
sous-cutané que des phénoménes réactionnels peu marqués, 
dans tous les cas incomparablement moins marqués que ceux 
que provogue le poison diphtérique traversant les mémes 
couches cellulaires. 

Les explications que nous venons de fournir peuvent égale- 
ment s’appliquer, selon nous, au cas del’immunité acquise par 
Venfant a lasuite d’une diphtérie. Au cours de diverses recher- 
ches en collaboration avec Robert Debré et ses éléves P. Thi- 
rolloix, Jean Bernard, etc... (3), nous avions été surpris de 
constater le taux parfois tres élevé de l’antitoxine diphtérique 
chez certains convalescents de diphtérie. Nous avions été 
frappé de la disproportion existant entre la petite quantité de 
toxine diphtérique qui peut pénétrer dans l’organisme des 


(1) Si Pimmunité antitoxique est en relation étroite avec le pouvoir anti- 
géne intrinséque de l’antigéne, elle dépend aussi, cela est bien connu, du 
« terrain » qui recoit l’antigéne. Nos expériences anciennes sur l'addition de 
substances non spécifiques a l’antigéne, nos présentes recherches illustrent 
hien l'influence des modifications du terrain dans le dévoloppement de l’im- 
munité et sa valeur, car, rappelons-le, le tapioca et ici l'inflammation locale 
n’augmentent pas le pouvoir immunisant que l’antigéne (toxine ou anti- 
toxine) tient de sa constitution propre, mais agissent sur l’organisme pour 
l'iamener 4a tirer un meilleur parti de cet antigéne et de ses propriétés. 

(2) P. Nélis, Rev. d’Hygiéne et de Médec. prév., 54, 1932, p. 729. 

(3) Voir en particulier : G. Ramon, R. Debré et J. Bernard, C. R. de la 
Soc. de Biol., 114, 1933, p. 1094. 
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malades (1) et la valeur relativement considérable de l'immu- 
nité constatée lors de la convalescence ; chez certains sujets, 
le taux de |I’antitoxine atteignant 10 et 20 unités par centicube 
de sérum! C’est que, chez ces sujets, comme chez nos ani- 
maux d'expériences, l’immunité résultant de la pénétration de 
Vantiggne toxique dans l’organisme est fortement accrue du 
fait des phénoménes réactionnels trés intenses que provoque, 
au niveau de la muqueuse ou des tissus sous-jacents, le poison 
élaboré sur place et de facon continue par le germe diphté- 
rique lui-méme. 

Tel nous apparaft, & la suite de nos nombreuses constatations 
passées ou présenles, le mécanisme de ]’action immunisante de 
la toxine diphtérique appliquée sur la peau rasée du lapin. Tel 
nous apparait aussi le mécanisme de l’immunité acquise par le 
convalescent, aprés une alteinte de diphtérie. 


(1) Méme en tenant compte de ce fait que le débil de poison diphtérique 
par le germe continue durant plusieurs jours, la quantilé de toxine élaborée 
est bien faible. Sa valeur antigéne n’est pas trés considérable, et si on injec- 
tait ee en anatoxine on obtiendrait trés difficilement une telle 
immunilé. 


ETUDES SUR LA DISSOCIATION 
DU MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 


Par Konran E. BIRKHAUG. 


(Institut Pasteur. 
Laboratoires de Recherches sur la Tuberculese.) 


A la mémoire de mon regretlé . 
et vénéré maitre Albert Calmette, 
qui mavait chargé de ce travail. 


PREMIERE PARTIE 


I. — Propriétés morphologiques, culturales et physiques 
des variétés Ch, R et S des colonies 
de bacilles tuberculeux aviaires et bovins. 


La doctrine de la « variation naturelle » des especes biolo- 
giques et son corollaire « |’élimination des faibles » est une 
loi d’évolution organique, généralement admise depuis le 
milieu du xrx° siécle. Elle enseigne qu’un organisme ne peut 
jamais atteindre un état de compléte stabilité, mais qu’il subit 
des changements internes, rythmiques et progressifs, et qu’il 
s'opére des adaptations aux changements de son milieu. II est 
done fort probable que des espéces nouvelles proviennent de 
l’évolution d’espéces ayant existé antérieurement et qu elles 
continuent actuellement cette évolution. Trois points de vue 
sont généralement admis [4] quant aux relations entre le 
milieu et ces changements dans la constitution du systéme 
vivant des activités nommées espéces : 1° les changements 
sont produits par des causes internes provenant entiérement 
de l’organisme lui-méme; ils sont automatiques ; 2° les cel- 
Jules du germe se transforment sous l'influence de causes 
externes; 3° le soma est transformé par son milieu et influe 
a son tour sur le germe. Les partisans de l’adaptation inclinent 
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souvent vers cette derniére explication; ceux qui recherchent 
leurs preuves dans la culture et l’expérience génétique adoptent 
peut-étre plus souvent la premiére. De récentes études sur la 
morphologie et la physiologie des bactéries ont conduit 4 des 
conclusions provisoires que les bactériologistes et les immuno- 
logistes sont nettement incapables d’accorder avec les théories 
couramment acceptées sur la genése et |'évolution organiques. 
Ces études suggérent un monde lamarckien plutot que darwi- 
nien, ou tout au moins un monde dans lequel les mécanismes 
d’évolution, tant lamarckiens que darwiniens, sont actifs. Pour 
le moment, il ne semble exister aucune preuve décisive en 
faveur de l’une ou de l'autre de ces hypothéses; mais on peut 
accumuler les expériences jusqu’a ce qu’elles soient assez nom- 
breuses pour constituer une preuve. Logiquement, il faut donc 
passer en revue le groupe limité des faits établis par linvesti- 
gation scientifique et continuer les travaux de recherches. 
Vers la fin du x1x° siécle, il devenait de plus en plus évident 
qu'une « variation naturelle », désignée sous le terme plus 
moderne de « dissociation », se produit chez les espéces bacté- 
riennes. La véritable signification de la dissociation de germes 
spécifiquement infectieux devint plus claire lorsque les bacté- 
riologistes, s’intéressant moins aux effets produits par la pré- 
sence de ces micro-organismes dans les animaux ou dans le 
corps humain, concentrérent leurs recherches sur la nature 
méme de ces bactéries, envisagées du point de vue de la bio- 
logie générale et non plus exclusivement dans leurs rapports 
avec la maladie. Le plus grand obstacle & l'étude des variations 
bactériennes venait, sans conteste, des postulats rigides de 
Koch sur la fixité et le caractére d’inaltérabilité des especes 
bactériennes comme facteurs de maladies spécifiques. Aujour- 
d’hui, personne ne contesle la nécessité des lois de Koch, sur- 
tout si l’on se rappelle les affirmations de Naegeli [2] (1877), 
d’aprés lesquelles les cocci se transforment rapidement en 
batonnets et ces derniers en spirilles, et celles de Buchner (3] 
(1883), qui affirme que le B. anthracis n'est qu’ une autre 
forme du B. subialis, etc... Au moment ou les principes élablis 
par Koch, Lister et Pasteur pour la diagnose spécitique des 
infections de homme et des animaux, leur prophylaxie et 
leur thérapeutique spécifiques étaient menacées, les postulats 
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ae Koch furent d’une incontestable utilité pour l’identification 
des espéces bactériennes, fondée sur la stabilité de leur forme 
aussi bien que sur leurs réactions biochimiques et leur pou- 
voir pathogéne. Mais pendant le rapide développement de la 
science bactériologique, des publications sporadiques rela- 
taient, de temps a autre, d’étonnantes variations bactériennes. 
On se souvient, en particulier, des publications de Pasteur, 
@abord sur l’atténuation du bacille du choléra des poules, 
vieilli dans le bouillon (1880); ensuite sur la virulence atténuée 
du B. anthracis par sa culture & des températures anormales 
(1881) et, finalement, sur |’atténuation du virus de la rage 
aprés passage dans le corps d’un animal (1885-1886). Mais la 
signification biclogique de ces remarquables observations n’a 
pas retenu l’atlention de Pasteur au dela de Jeur application 
pratique dans la lutle contre la maladie. L’euvre initiatrice 
sur les relations entre les formes des colonies et les pro- 
priétés biologiques des variétés bactériennes correspondantes 
a été accomplie par Lehmann et Neumann [4] (1896) dans leurs 
observations systématiques sur la variabilité du mizcrococcus, 
B. pneumone, B. acidt lactict, B. lactis sporogenes et des 
groupes pyocyaneus et fluorescens. Ces observations ont été 
bientét étendues par Neisser [5] (1906) et Massini [6] (1907) aux 
variations du B. coli « mutabile ». Une contribution importante 
a été donnée par Baerthlein [7] (1912-1918) dont l'étude a 
porté sur 14 espéces bactériennes examinées quant aux varia- 
tions de leur morphologie, de leur chromogenése, de leurs réac- 
tions biochimiques et sérologiques et de leur virulence. [1 est 
admis que ces études ont jeté une grande clarté sur le probléme 
de la variation microbienne. Leur importance n’a pas tardé 
a étre reconnue par Arkwright [8] (1921) dans son travail sur 
les variations des colonies du groupe typhique-coli-dysenté- 
rique. Parmi ces colonies, il a observé et désigné deux types : 
R (« rough ») et S (« smooth ») et décrit leur morphologie> 
leurs caractéres de culture, leurs réactions biochimiques et 
sérologiques. Des études similaires ont été faites indépendam- 
ment par de Kruif (9] (1921) sur les variétés de formes des 
colonies et les propriétés biologiques du B. leptisepticum, pour 
lequel il a trouvé que la virulence est la caractéristique cer- 
taine de la variété S, et la non-virulence, celle de la forme R. 
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Il a observé, en outre, que la variété S manifeste un plus 
grand pouvoir antigénique. Ces constatations étaient en rela- 
tion étroite avec Je travail de Weil et Félix [40] (1917) sur le 
Proteus X 19, dans lequel les auteurs ont décrit les types des 
colonies O et H douées de caractéres antigénes différents : les 
colonies O donnent un sérum qui produit un type d’aggluli- 
nation fine, et les colonies H un type d'agglutination gros- 
siére. Ils ont signalé également la thermolabilité de lantigéne II 
et la thermostabilité de l’antigene O. Ces observations ont 
trouvé rapidement une confirmation, dans leurs grandes lignes, 
pour certaines autres espéces, telles que les streptocoques par 
Mary Cowan [414] (1922-1924), les pneumocoques, par Grif- 
fith [42] (1923) et Reimann [413] (1925), les B. enteriditis 
(Aertrycke) par Topley et Ayrton [14] (1924) et par Bruce 
White [15] (1925), pour le groupe Salmonel/a, par Julianelle {16 | 
(1926), pour le B. de Friedlander, par Hadley {17 (1927), pour le 
groupe Brucella et B. pyocyaneus et par Soule [48] (1928-1932), 
pour B. subtilis, B. mycoides, B. megatherium, B. mesentericus 
et B. cereus. Ce sujet attrayant de la bactériologie moderne a 
été passé ev revue de facon précise et approfondie par Hadley [17] 
et Petragnani {19} (1932). 

La premiére mention de la variation du Mycobacterium tuber- 
culosis a été faite par Gasperini (20) (1895), qui a cru voir que 
celte espdce était interchangeable avec Actinomyces alba, par 
Nocard [24] (1898), qui a prélendu avoir transformé les bacilles 
tuberculeux des mammitéres en type aviaire et vice versa, par 
Bang [22] (1908),.qui a observé le changement de bacilles 
tuberculeux bovins en bacilles aviaires, et par Ferran [23] (1905). 
qui a affirmé avoir changé des bacilles tuberculeux virulents en 
saprophytes et des saprophytes en bacilles tuberculeux viru- 
lents. Aucun de ces exemples n'est assez convaincant pour 
démontrer la variation bactérienne basée sur des différences 
d’aspect des colonies ou sur d'autres propriétés biologiques. La 
dissociation spontanée du bacille tuberculeux en colonies 
typiques Ret S a été décrile en premier lieu par Baerthlein et 
Tojoda [24] (1913), dont le travail a été confirmé par celui de 
Gildemeister {25} (1921) sur le bacille tuberculeux de la tortue. 
Depuis, de nombreuses publications ont paru sur le pléomor- 
phisme des bacilles acido-résistants en général, el ces études 
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ont été passées en revue par Kolle, Schlossberger et Pfannens- 
tiel [26] (1921) et, plus récemment, par Kahn [27] (1929). Parmi 
les études récentes concernant la dissociation spontanée et arti- 
ficielle du Mycobacterium tuberculosis, il faut noter le travail 
de Petroff et de ses collaborateurs Branch, Steenken et Winn [28) 
(1927-1933), qui ont démontré clairement que la formation «es 
colonies R (« rough »), S (« smooth »), F. S. (« flat smooth ») 
et Ch (« chromogenic ») pourrait étre en relation avec des varia- 
tions dans leurs propriétés biochimiques, sérologiques et patho- 
genes. Ces études ont été tantdt attaquées, tantot confirmées et 
étendues par plusieurs groupes d’expérimentateurs, parmi les- 
quels : Kraus [29] (1929), Elbert et Gelberg [30] (1930), Nech- 
tadimenko, Odrina, Syssak et Anguenitski [34] (1930), Tzekno- 
witzer [32] (1930), Begbie [33] (1931), Doan [34] (1931), Kahn 
et Schwarzkopf [35] (1931-1933), Reed et Rice [86] (1934-1933), 
Mazur [37] (1932), Christison [38] (1932), Seibert, Long et 
Morley [39] (1933), Zulmann [40] (1933), Négre. Valtis et 
Bonnefoi [44] (1933), Valtis et Van Deinse [42] (1933-1934), 
Saenz et Costil (43] (1933), Armand-Delille et Gavois [44] (1933), 
Schnieder |45] (1933) et Birkhaug [46] (1932-1934). Tous ces 
expérimentateurs sont d’accord pour déclarer que la dissociation 
bactérienne du bacille tuberculeux en colonies de variétés R et S 
est fréquente. Cependant des opinions sensiblement opposées 
ont été exprimées quant aux affirmations de Petroff et de ses 
collaborateurs, qui maintiennent que toutes les souches R du 
bacille tuberculeux sont relativement avirulentes et les 
souches S trés virulentes. Nos propres recherches, conduites 
d’aprés les méthodes de Petroff, et qui nous ont été enseignées 
dans son propre laboratoire, nous ont conduit & des résultats 
qui vont a l’encontre de son affirmation, d’aprés laquelle la 
variété S du BCG (Baci//us Calmette-Guérin) est extrémement 
virulente pour le cobaye. Pendant une étude de trois ans sur 
des colonies S lypiques et striclement pures, nous n’avons pas 
réussi & mettre en évidence une virulence plus marquée que 
celle des colonies R de la méme culture. Nous sommes actuelle- 
ment persuadé que l’interprétation de ce qui constitue les 
colonies R et Sa suscité de réelles diffivultés et de regrettables 
polémiques au sujet de la vaccination par le BCG. Un exemple 
de cette interprétation mal définie des variétés des colonies R 
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et S est le fait que Petroff {47} (1929) reconnait comme colo- 
nies R intermédiaires ce que Kraus [29] appelle colonies 5 
typiques. De cette fagon, Petroff essaie d’annuler tes résultats 
coutraires obtenus par Kraus. 

Nous avons eu nous-méme, a plusieurs reprises, l'occasion 
de noter la confusion existant dans l’interprétation des cultures 
de colonies typiques R et S de bacilles tuberculeux apporlées a 
notre laboratoire par des éléves de Petroff, et une confusion 
analogue pour les cullures qui nous ont été adressées par Reed 
et Rice. Quelques-unes de ces « cultures typiques S » n’étaient, 
en réalité, que des colonies typiques R de grande virulence, 
alors que d’autres cultures contenaient un mélange de colo- 
nies R et S, lesquelles, une fois séparées et inoculées aux ani- 
maux, témoignaient d’une plus grande virulence de la variété R 
comparativement & celle de la variété S, avec une notable 
exception pour le bacille tuberculeux aviaire et certaines 
souches bovines fraichement isolées. Ces résullats discordants 
ont, plus récemment encore, été soulignés par Schnieder [45| 
qui, aprés un séjour d'un an aux cotés de Petroff, est contraint 
d’admettre l’existence de variétés S avirulentes et de variétés R 
virulentes du bacille tuberculeux, et réciproquement. Toutefois, 
la matiére et le champ d’investigation de ce probleme de la disso- 
ciation du bacille tuberculeux ont pris une telle importance que 
nous nous estimons étre dans l’obligation de ne considérer, dans 
ce mémoire, que nos propres investigations, dans lesquelles nous 
essayerons de rassembler les résultats de deux années de recher- 
ches sur les propriétés biologiques et physiques des colonies disso- 
ciées des bacilles tuberculeux aviaires, bovins et humains. La 
premiére partie de cette étude traile de la méthode in vivo pour 
obtenir des variétés dissociées de colonies, de leur fréquence et 
de leurs caractéristiques morphologiques, culturales, biochi- 
miques et physiques. Il ne sera fait aucun essai d’interpréta- 
tion des divers phénoménes cbservés. Cette étude sera complétée 
par la publication des résultats de nos expériences sur les 
animaux. . 


DonN&ES EXPERIMENTALES, 


Au lieu d’utiliser des cultures fraichement isolées de bacilles 
tuberculeux des types aviaire, bovin et humain, nous avons 
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préféré étudier des cultures de stock du laboratoire de recherches 
sur la tuberculose. La présente étude traite de 9 souches diffé- 
rentes, parmi lesquelles 2 souches aviaires typiques : « Aviaire 
Ninni » et « Aviaire B »; 2 souches bovines : « Bovine Vallée » 
et « Bovine S16 »; et 2 souches humaines : « Humaine Anna » 
et « Humaine Ratti ». 

A titre de comparaison, nous avons ajouté a cetle série 
3 souches atypiques et relativement avirulentes : « Puntoni », 
1 une souche aviaire atténuée; « BCG », souche bovine atté- 
nuée et « Becret », souche humaine atténuée. Le type et la 
virulence des souches typiques aviaires, bovines et humaines 
ont été diment vérifiés avant de commencer la présente étude. 
0 milligr. 01 (poids a I’état humide), d’une culture dgée de 
deux semaines sur milieu de Loewenstein d’« Aviaire Ninni » 
et d’« Aviaire B », en inoculation intraveineuse chez les poules 
et les lapins, a provoqué une tuberculose aigué et généralisée, 
tant chez les poules que chez les lapins. Les symptomes toxiques 
ont été également nets pour les deux souches. Des cobayes et 
des lapins, aprés inoculation intrapéritonéale et sous-cutanée 
de 0 milligr. 01 d'une culture sur milieu de Lowenstein de 
« Bovine Vallée » et de « Bovine S16 », sont morts de tubercu- 
lose évolutive et généralisée. L’inoculation sous-cutanée a des 
lapins de 10 milligrammes d’« Humaine Anna » et d’« Humaine 
Ratti » n’a pas produit de tuberculose généralisée. Par contre, 
0 milligr. 001 en inoculation intrapéritonéale ou sous-cutanée a 
des cobayes a provoqué une tuberculose évolutive et généralisée. 
Les souches atypiques aviaires, bovines et humaines, avaient 
perdu la spécificité du type initial et leur virulence, et ce n'est 
qu’occasionnellement qu’elles ont provoqué une tuberculose 
évolutive aprés inoculation de doses massives intraveineuses ou 
intrapéritonéales & des lapins, des cobayes et des poules. 


ME&THODE in v2vV0 POUR OBTENIR DES VARIATES DISSOCIEES 
DE COLONIES. 


Au lieu de recourir & la méthode tn vitro, suggérée par 
Petroff [28], pour la dissociation des bacilles tuberculeux, nous 
avons suivi dans ce travail la méthode conseillée par Ninni [48], 
qui consiste a injecter les bacilles tuberculeux directement dans 
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le ganglion lymphalique cervical du cobaye normal en vue de 
provoquer la bacillémie. Cette méthode a invariablement pour 
résultat, quelques heures aprés l’opération, de produire une 
septicémie. Les hémocultures ont, dans notre expérience, donné 
des variétés dissociées de colonies d’une fagon plus reguliére que 
celles que l’on obtient par les manipulations in vitro de Petroff. 
La bacillémie se produit quelques heures aprés |’inoculation 
intraganglionnaire, et se manifeste de fagon inlermittente pen- 
dant plusieurs semaines. Environ 30 p. 100 des animaux ino- 
culés meurent au bout d'une semaine. Les cultures révélent la 
présence de nombreux bacilles dans la rate, le foie, les pou- 
mons, les ganglions hépatiques et péri-bronchiaux, et ceci déja 
une heure aprés l’opération. Le plus grand nombre des bacilles 
inoculés séjournent cependant dans le ganglion cervical d’ou ils 
sont déversés, par intermittence, dans la circulation sanguine. 
Il est recommandé dinoculer une série de 6 cobayes a la fois 
avec la souche & dissocier, du fait des pertes considérables cau- 
sées par la bacillémie, et aussi par les ponctions cardiaques. 


Chagque jour, on préléve de 2 4 5 cent. cubes de sang par ponction du cceur 
a une série d’animaux inoculés. Le sang est rendu incoagulable par l’addition 
de 1 cent. cube d'une solution stérile de citrate de soude a 10 p. 100. On 
ajoute immédiatement 10 4 15 cent. cubes d’une solution stérile d’acide acé- 
tique 45 p. 100 pour produire l’hémolyse. Le tube est ensuite centrifugé a 
environ 2.500 tours par minute, pendant quinze minutes. Le liquide surna- 
geant est décanlé et, pour enlever l’excés d’acide, on ajoute 20 a 30 cent. 
cubes deau distillée stérile au culot. Ce dernier est émulsionné avec une 
pipette Pasteur, puis le tube est centrifugé A la méme vitesse que précé- 
demment. Il est recommandé de laver le culot 4 deux reprises. Aprés 
décantation du liquide surnageant, on ajoute 0,5 a1 cent. cube d’eau phy- 
siologique stérile (pH 1,2-7,6) au culot, et on émulsionne le culot a l’aide 
d'une pipette Pasteur. Cette émulsion homogéne est ensuite répartie dans 
5 a 10 tubes de milieu de Loewenstein au vert malachite. Les tubes sont fer- 
més au moyen de capuchons en caoutchouc et placés A l’étuve en position 
inclinée. I] est essentiel de garder une petite quantilé de liquide au fond du 
tube pour favoriser une bonne croissance. La meilleure période pour la diffé- 
renciation des variélés de colonies eugoniques se place entre la sixiéme et la 
huitieme semaine, vers la douziéme éventuellement pour les souches dys- 
goniques. Quand il s’agit de souches dysgoniques connues d'origine bovine, 


il est essentiel d’employer le milieu de Loewenstein glycériné A 0,75 p. 100 
seulement, ou non glycériné. 


Au cours de notre expérience, nous avons eu parfois l'occa- 
sion d’observer un changement complet de dissoviation des 
colonies R et S injectées. Mais, en général, les souches aviaires 
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injectées, qui sont constituées essentiellement par des colo- 
nies S, ont donné, par la technique indiquée plus haut, environ 
4 p. 100 de colonies R typiques, 9,8 p. 100 de colonies Ch 
typiques et 95 p. 100 de colonies S typiques. Les souches bovines, 
qui, dans nolre expérience, étaient constituées essentiellement 
par des colonies R, ont donné par la méthode d’hémoculture 
environ 85 p. 100 de colonies R typiques, 13 p. 100 de colo- 
nies S typiques, et 2 p. 100 de colonies Ch typiques. Les 
souches humaines qui étaient essentiellement des variétés R 
ont donné environ 93 p. 100 de colonies R typiques, 6 p. 100 
de colonies S typiques et seulement 0,1 p. 100 de colonies Ch. 
Done, il appert que la variété la plus rare de bacilles tubercu- 
leux est dutype Ch. Le nombre de colonies obtenues de 2.45 cent. 
cubes de sang a varié de 1 & 258 et le nombre de cultures néga- 
tives a varié de 30 4 60 p. 100 (Tableau I). Mais ces résultats 
détaillés seront discutés plus loin dans les chapilres traitant 
des diverses souches employées. 


VARIETES DANS LA FORMATION DES COLONIES. 


La nomenclature employée dans la dissociation microbienne, 
qui permet de désigner les différences de formation des colo- 
nies, reste peu satisfaisante, en particulier quand on essaie 
d’appliquer la nomenclature des bactéries 4 croissance rapide 
au Mycobacterium tuberculosis 4 croissance lente. Petroff et 
ses collaborateurs ont proposé le nom de R (« rough »), 
S («smooth »), F. S. (« flat Smooth »), et Ch (« chromogenic »)} 
aux divers types de colonies des bacilles tuberculeux. I's ont 
appliqué ces termes conformément a l’interprétation proposée 
par Hadley [50] (1927), c’est-a-dire que S signifie sensibilité a 
l'ambiance et virulence relativement forte et R résistance a 
l'ambiance et non-virulence relative. Notre expérience [46| 
montre clairement |’insuffisance d’une telle interprétation. Bien 
que l’on admette généralement que la variété S du bacille tuber- 
culeux est plus sensible & la décoloration par l’acide que ta 
variété R, de notables exceptions ont été observées, qui inva- 
lident cette méthode de différenciation. De plus, dans les conidi- 
tions de notre expérience, nous avons trouvé que nos souches de 
la variété S de bacilles tuberculeux aviaires, bovins et humains 
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sont plus résistantes que la variété R aux changements de 
pression d’oxygéne, aux tensions de surface du milieu, aux 
conditions défavorables de nutrition et aux influences de la 
lumiére, de la chaleur et de l’Age. Dans des expériences in VIVO, 
nous avons observé que la variété S est plus sensible que la 
variété R a la phagocytose et & la désintégration par les 
enzymes leucocytaires. Mais, méme sous ce dernier rapport, 
nous avons rencontré des exceptions frappantes qui infirment 
l'interprétation avancée par Petroff et ses collaborateurs. La 
différenciation des variétés R et S, d’aprés leur virulence pour 
les animaux d’expériences, a également été trouvée erronée. 
A notre avis, l’opinion de Petroff est inexacte quand il prétend 
que la variété S des souches aviaires, bovines et humaines du 
Mycobacterium tuberculosis est d’une grande virulence, con- 
trastant avec celle de la variété R, qui est relativement aviru- 
lente. Cetle affirmation ne tient pas compte de la rapidité avec 
laquelle la variété S des souches bovines et humaines perd sa. 
virulence sur les milieux artificiels aprés quelques passages 
seulement, ces organismes gardant cependant sous la plupart 
des autres rapports leurs caractéristiques biologiques et phy- 
siques iniliales. Cette différence d’interprélation a été claire- 
ment formulée par Schnieder [45], Kraus [29], Elbert et Gel- 
bert {30|, Nechtadimenko, Odrina, Syssak et Anguenitsky [314], 
Tzeknowitzer [32], Christison [38], Piazecka-Zeyland [54}, 
Négre et Valtis [41], Valtis et Van Deinse [42], Armand-Delille 
et Gavois [44], Saenz et Costil [43], Birkhaug [45] et autres. 
On sait qu'il existe des souches Snon virulentes, des souches R 
virulentes, et vice-versa, parmi les bacilles tuberculeux aviaires, 
bovins et humains. De larges généralisations sont donc inadmis- 
sibles, telle que celle de Petroff et ses collaborateurs, d’aprés 
laquelle S signifie sensibilité 4 l’ambiance et grande virulence, 
et R résistance 4 l’ambiance et avirulence relative. 

Il nous semble que les choses se trouveraient largement 
simplifiées si on désignait par la lettre S la grande variélé de 
colonies de bacilles tuberculeux aviaires, bovins et humains qui 
sont de consistance crémeuse et homogéne, facilement émul- 
sionnables dans l'eau physiologique et dans d’autres liquides, 
et qui, sur le milieu de Sauton (pH 7.4) montrent une évolu- 
tion diphasique, c’est-a-dire : 4° un développement initial diffus 
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dans tout le milieu, au fond et sur les parois des ballons 
ensemencés, qui dure environ une semaine, et 2° un éclaircis- 
sement du liquide avec formation, a la surface, d’un voile plat 
et humide quia tendance 4 remonter le long des parois. D’autre 
part, on devrait désigner par la lettre R la grande variété de 
colonies de bacilles tuberculeux aviaires, bovins et humains 
seches, cireuses, crevassées et trés friables, d’une consistance 
ferme, difficilement émulsionnables, et qui, sur le milieu de 
Sauton (pH 7,4), montrent une évolution monophasique en 
se développant 4 la surface, ou elles forment des séries d’ilots 
saillants, secs, crevassés et friables qui, finalement, se rejoi- 
gnent pour couvrir la surface entiére et remonter le long des 
parois. Une troisiéme variété, désignée par la lettre Ch, com- 
prendrait les colonies pigmentées, dont la coloration va du 
jaune-citron a l’ocre-orange foncé et qui, sous la plupart des 
autres rapports, ressemblent & la variété S quant & leurs carac- 
teres de culture et leurs propriétés physiques. Dans notre 
expérience, nous n’avons pas eu recours a |’expression F.S. 
(« flat-smooth ») employée par Pelroff et ses collaborateurs. 
Cette variété n’est qu’une forme de la variété S qui ne se repro- 
duit pas d’une fagon spécifique, mais qui peut engendrer toutes 
les formations coloniales groupées dans Ja variété 8S. Des cul- 
tures de la variété S bovine Vallée, BCG, humaine Ratti et 
Becret et aviaire Ninni, bacilles obtenus & partir d’unilés 
microbiennes isolées obligeamment a notre intention, au moyen 
du micromanipulateur Janse-Peterfi, par le D" L. Wamoscher, 
ont donné des variétés F. S. Ces derniéres, & leur tour, ont 
produit les variétés hémisphériques de la souche S. Ceci, avec 
d’aulres observations biologiques, appuie notre opinion rela- 
tive & l’uniformité des formations coloniales F. S. et S. Dans 
ce qui suit, nous insisterons donc sur les diflérences essen- 
tielles qui existent entre les variétés R, S et Ch, ainsi que nous 
avons pu les observer sur neuf souches de bacilles tuberculeux 
aviaires, bovins et humains. Cette étude est la premiére d’une 
série de publications qui traiteront du métabolisme, des réac- 
tions biochimiques et sérologiques, de la détermination de 
l’électrophorése, des propriétés pathogénes, de |’index mono- 
cyle-lymphocyte, de la réaction de sédimentation et des pro- 
priétés immunisantes de ces neuf souches. 
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FREQUENCE ET PROPRIETES MORPHOLOGIQUES, 
CULTURALES ET PHYSIQUES DES VARIETES DISSOCIEES 77 U1VO. 


I. 


Souches aviaires. 


Les souches de bacilles du type aviaire Ninni et B ont 
donné, sur la pomme de terre glycérinée et sur le milieu de 
Loewenstein, une culture confluente, blanchatre, crémeuse, 
luisante el homogéne, avec une surface presque plate ou trés 
légerement ondulée, ressemblant & la culture de la variété S 
typique. Le développement de ces deux cultures s’est effectué 
d’une maniére diphasique en milieu de Sauton et en bouillon 
elycériné, la phase initiale et diffuse ayant duré de quatre a 
douze jours, aprés quoi le milieu se clarifiait et un voile plat et 
humide apparaissait & la surface. Le milieu de Sauton (pH, 7,4) 
montrait une légére diminution d’alcalinité pendant les deux 
premiéres semaines, mais aprés dix semaines il devenait for- 
tement alcalin (pH, 8,1). (Graphique I et tableau III}. Les 
colonies isolées sur le milieu de Loewenstein étaient générale- 
ment hémisphériques, humides et luisantes, mesurant 0™™5 a 
3 millimétres de diamétre aprés huit semaines. Parfois nous 
avons observé des colonies plus grandes, avec des bords irré- 
guliers, & ondulations centrales, d’apparence humide et lui- 
sante, mesurant de 0"7 4 12 millimétres de diamétre aprés 
huit semaines. Aucune différence essentielle n’a été observée 
entre les colonies d’Aviaire Ninni et d’Aviaire B et la morpho- 
logie des bacilles. Des frottis de ces souches S ont révélé au 
microscope des batonnets acido-résistants, Gram positifs, de 
forme courte et droite ou légérement courbée, épais et unifor- 
mément colorés. Parfois on a observé des formes trés granu- 
leuses, aux extrémités en forme de massue renfermant des gra- 
nules intra-cellulaires, dépassant en diamétre celui du corps 
bacillaire et ressemblant au C. diphtheriv. De nombreux baton- 
nels non acido-résistants onl élé trouvés dans les jeunes cul- 
tures, tant sur le milieu solide que dans le milieu liquide. Les 
bacilles des cultures en milieu de Lewenstein agées de huit 
semaines mesuraient, au micrométre Filder, de 0,44 7,2 ude 
long el de 0,3 » 80,6 u de large. Les dimensions moyennes de 
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1.000 bacilles étaient de 2,8 » de long et 0,4 u de large. Hl n’a 
été observé aucun bacille ramifié typique in vitro. Environ 
25 p. 100 des bacilles étaient décolorés en dix minutes par l'acide 
sulfurique 4 20 p. 100. 


Dissociation im vivo PAR HEMOCULTURE. — La dissociation de 
lAviaire Ninni et de lAviaire B a été réalisée par la méthode de 
Ninni, mentionnée plus haut. 


9 cobayes, pesant de 235 4 285 grammes, ont été inoculés dans un ganglion 
lymphatique cervical avec environ 1 milligramme (poids humide) d’une cul- 
ture d’aviaire Ninni sur milieu de Loewenstein, Agée de quatre semaines. 
8 cobayes, pesant de 220 a 280 grammes, ont été inoculés de facon analogue 
avec 1 milligramme (poids humide) d’aviaire B. Des ponctions cardiaques ont 
élé faites quelques heures aprés Vinoculation intraganglionnaire et répétées 
a intervalles journaliers sur divers animaux pendant deux semaines. 


La bacillémie se déclarait déja une heure aprés inoculation 
et des variétés de colonies dissociées R, S et Ch ont été 
trouvées dans les hémocultures correspondantes. Une série de 
217 tubes de milieu de Loewenstein ont été ensemencés avec le 
culot de sang obtenu par ponclion cardiaque sur 24 animaux 
inoculés avec le hbacille aviaire Ninni. Une autre série de 
{88 tubes de milieu de Loewenstein ont été ensemencés de 
facon identique avec le culot de sang oblenu par ponction car- 
diaque sur 2{ animaux inoculés avec le bacille aviaire B. Un 
tolal de 168 tubes positifs, soit 77 p. 100, a été obtenu sur les 
217 tubes d’Aviaire Ninni, laissés pendant huit semaines & 
37°5. Le nombre de colonies, dans un seul tube, variait de 
4a 106. Un total approximatif de 1.300 colonies isolées et dis- 
lincles a été obtenu, avec une moyenne de 8 colonies par tube 
positif. Seulement 104 colonies R typiques, soit 8 p. 100, ont 
pu étre isolées, 18, soit 4,1 p. 100, colonies Ch et 1.178, soit 
90,6 p. 100, colonies S lypiques. Parmi les 118 tubes de culture 
aviaire B, 162, soit 54,3 p. 100 étaient positifs aprés une incu- 
bation de huit semaines. Le nombre de colunies, dans un seul 
tube, variait de 1 8115. Un total approximatif de 800 colonies 
isolées et distinctes a été obtenu; parmi celles-ci 24, soit3 p. 100 
colonies R typiques, 7, soit 0,9 p. 100 coluni-s Ch typiques 
et 769, soit 96 p. 100, colonies S typiques. (fableau |). Devant 
Vévidente similitude des variités de coloa.es aviaire Ninni et 
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aviaire B, nous estimons superflu d’exposer en détail les résul- 
tats obtenus avec d’autres souches. 


Tasteau I. — Fréquence de colonies Ch, R et S des types aviaire, 
bovin et humain des bacilles tuberculeux obtenues par hémo- 
culture des cobayes inoculés dans le ganglion lymphatique cer- 
vical. (Procédé de Ninni.) 
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Pourcentage moyen des variétés obtenues : Aviaire R, 4,1 p. 100; S, 95.1 p. 100; 
Ch, 0,8 p. 100; Bovine R, 85,6 p. 100; S, 12,9 p. 100; Ch, 1,4 p. 100; Humaine R, 93,1 
p. 100; S, 6,8 p. 100; Ch, 0,1 p. 100. 


Variété S @’Aviaire Ninni. (Planche I, fig.1, 3 et 5; planche I, 
fig. 6 et 11 et planche 1V.) — Les colonies isolées de la variété S 
d’Aviaire Ninni croissent lentement en sub-culture, aprés disso- 
ciation récente. Une croissance plus rapide se produit dans les 
cultures ultérieures. Sur le milieu de Leewenstein et pomme de 
terre glycérinée (pH, 7,4) des colonies largement dispersées 
apparaissent; elles sont de forme hémisphérique, humides, 
crémeuses et luisantes, en contact intime avec la surface du 
milieu et mesurant de 075 &3 millimétres de diamétre aprés 
huit semaines (pl. I, fig. 1). Moins fréquemment on peut 
observer des colonies relalivement plates, irrégulidrement 
étendues, avec des bulbes au centre, humides, mais moins 
luisantes, qui, aprés huit semaines, alteignent un diamétre de 
12 millimetres (pl. I, fig. 4). Ces colonies adhérent a la spatule 
comme du beurre; dissociées sur une lame de verre dans 
I goutte d'eau, elles produisent un trouble uniforme, d’appa- 
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rence laiteuse. Les colonies S s’6mulsionnent facilement dans 
l'eau physiologique et d’autres liquides, produisant un trouble 
uniforme, offrant I’aspect d’une culture en bouillon de staphy- 
locoques. La variélé S se développe bien sur pomme de terre 
glycérinée et biliée (pl. II, fig. 10 et 11), et lentement sur gélose 
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GeapHIQuE I. — A gauche: Aviaire Ninni R, et S; sur Je milieu de Sauton. 
A droile: Aviaire (?) Puntoni R, et S,. Lecture hebdomadaire du pl. 


au bouillon de boeuf. Dans le milieu de Sauton et en bouillon 
glycériné (pH, 7,4) la variété S offre I’évolution diphasique 
décrite plus haut (pl. V, fig. 17). La courbe du pH, délerminée 
par la méthode colorimétrique [46], descend jusqu’a 7,3 au 
cours de la deuxiéme semaine, monte graduellement a 7,6 
pendant la quatriéme semaine, descend de nouveau a 7,4 pen- 
dant la cinquiéme semaine; a partir de ce moment elle remonte 
graduellement jusqu’a 8,1 4 la dixiéme semaine. (Graph. I et 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 54, n° 1, 1935. 3 
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tableau III). Les cultures liquides ont une odeur douceatre et 
fruitée. Pendant l’incubation de dix semaines, aucune pigmen- 
tation ne se manifeste dans le milieu de Sauton, en contraste 
avec la variété R d'Aviaire Ninni qui donne a ce milieu une 
faible opalescence ou une coloration jaune paille. En bouillon 
ordinaire (pH, 7,4), sans glycérine, la variété S se développe 
de facon diffuse principalement au fond du ballon sans donner 
le voile d’évolution diphasique. Quand le pH du milieu de 
Sauton tamponné est maintenu au-dessous de 5,0 ou au-dessus 
de 8,0, la seconde phase de croissance diphasique disparait. 
Toutefois, le développement diffus au fond du flacon se pro- 
duit & pH = 4,0, 5,0 et & 8,0, 8,5. Le pH optimum de culture 
dans les ante fener et solide glycérinés est de 6,8 a 7,0. 
(Tableau V.) 

Quand on transplante environ 100 milligrammes du voile de 
la variété S d'une culture en Sauton agée de quatre semaines 
dans un autre milieu de Sauton(pH = 7,4) en le faisant flotter, 
il se forme rapidement un nouveau voile sur toute la surface 
sans que le liquide se trouble. Aprés une incubation & 37°5 
pendant six semaines, ce voile est typiquement plat, humide et 
un peu ondulé. Aucune différence essentielle ne peut étre 
remarquée entre ce nouveau voile et celui qui apparait aprés le 
développement diffus. Des passages rapides, 4 intervalles 
hebdomadaires, avec une spatule du voile de variété S flottant 
a la surface du milieu de Sauton (pH = 7,4) entrainent une 
prompte adaptation au milieu et, aprés une incubation d’une 
semaine, un voile trés mince et légérement humide recouvre la 
surface entiére sans troubler le liquide. On a pensé que ce voile 
moins humide et se formant sans trouble du liquide pouvait 
traduire une dissociation spontanée de la variété S en variété R. 
Mais, quand on transplante une partie de ce voile sur le milieu 
de Lewenstein, on oblient une culture abondante et crémeuse, 
caractéristique de la variété S. Malgré vingt-quatre passages 
hebdomadaires de parties de voile S & la surface du milieu de 
Sauton, il n’a pas été possible de convertir la variélé S en 
variélé R, en dépit du fait que le voile semblait étre bien sec. 
Les courbes de pH de ces cultures, rapidement transplantées, 
se sont toujours maintenues entre 7,3 et 8,1 aprés dix semaines. 
La seule différence observée consiste en ce que la courbe de 
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pil montre une alcalinisalion croissante quand la culture se 
développe seulement 4 la surface du milieu de Sauton. 

Si lon mélange les variélés Ret S des bacilles de type aviaire 
ou des mammiléres et qu’on les ensemence en parties égales en 
milieu de Sauton (450 cent. cubes), la variélé S, & croissance 
rapide, prend le dessus des le début et supprime la -variété R. 
Le résultat final est une réaction acide pour les souches de 
bacilles des mammiféres et une réaction alcaline pour les 
souches aviaires (graph. 4 et tableau IV). Cet antagonisme in 
vitro des variétés R et S semble étre di & la présence, dans la 
variétéS, d'un principe (hormone) bactérien qui slabiliserait ou 
transformeraitle type. Il estdifficile de diresi tous les bacillesR 
sont définitivement détruits, ou non, par ce principe antago- 
niste inconnu, étudié récemment par Etinger-Tulczynska [57] 
(1932) qui a trouvé que des souris, inoculées simultanément 
avec les variélés R et S de pneumocoques, donnaient presque 
invariablement une culture d'une seule variélté. La méme 
démonstration a été faite en utilisant des milieux artificiels. 
Cet antagonisme interphasique a élé récemment attribué par 
Gundel et Mayer (58) (1933), et Neufeld et Kubn [59] (1934) a 
un facteur d’intégration, vraisemblablement l’hormone bacté- 
rienne dont nous venons de parler. Puisque, du mélange R et S 
on ne peut, parla suite, cultiver que quelques rares colonies R 
sur milieux solides, on doit considérer comme possible que ces 
dernitres peuvent avoir été produiles spontanément par disso- 
ciation des bacilles S, ce qui, nous l’'avons démontré, arrive 
fréquemment in vitro. Cette question fera l'objet d'une autre 
étude. 

A la température du laboratoire (20 4 30° C.), la variélé S 
pousse lentement sur les milieux solides et liquides. Jamais, 
l’évolution diaphasique ne se produit dans le milieu de Sauton 
ou dans le bouillon glycériné laissé & celte température ; la 
croissance reste alors timitée au fond et aux parois du ballon 
et diffuse dans le milieu. Méme aprés quatorze mois de culture 
dans le milieu de Sauton au laboratoire, la courbe du pH ne 
montre qu'une légére déviation de la concentration initiale 
(pH = 7,4), le minimum étant 7,1 et le maximum 7,6, la 
moyenne de 8 flacons étant 7,3. Des colonies S isolées, réense- 
mencées au centre d'un tube de milieu de Loewenstein ou de 
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pomme de terre glycérinée, et abandonnées au laboratoire a la 
lumiére du jour, ont conlinué a croitre durant quatorze mois 
de 2 millimétres de diamétre qu’elles avaient au début, jusqu’a 
20 millimétres de diamétre, sans formation de pigment, a 
l'exception d’une culture sur milieu de Lowenstein qui a 
donné naissance & de nombreuses colonies Ch superposées, 
dune pigmentation orange. Laissées au laboratoire et dans 
l'obscurité, les colonies isolées S sur milieu de Loewenslein ou 
sur pomme de terre glycérinée se sont développées de fagon 
indiscutable, mais sensiblement moins que les cultures exposées 
ala lumiére du jour. 

Dans des conditions d’anaérobiose stricte, il ne s’est produit 
aucun développement & 37°5, ni sur le milieu solide, ni en 
milieu liquide. L’anaérobiose a été produite par la méthode de 
Buchner dans laquelle on utilise, pour absorber l’oxygéne, 
1 gramme d’acide pyrogallique et 1 gramme de lessive de 
potasse pour 100 cent. cubes de volume du flacon contenant la 
culture. 

Pour étudier l’assimilation des glucides, nous avons ulilisé 
le milieu synthétique de Sauton (pH = 7,4) non glycériné, 
dans lequel nous ajoutions 2 p. 100 de sucre ou 5 p. 100 de 
elycérine et une quantité suffisante de teinture de tournesol 
comme indicateur. Chaque tube, mesurant 17 X 2 centimétres, 
contenait 10 cent. cubes de milieu. La variélé R (environ 10 mil- 
ligrammes), agée de deux semaines, a été déposée & la surfece 
et la variété S (environ 10 milligrammes), d’une culture sur 
Loewenstein agée de deux semaines, a été émulsionnée direc- 
tement dans le milieu. Les tubes ont été fermés au moyen 
d’un bouchon en caoutchouc perforé par un pelit canal d’en- 
viron 1 millimétre de diamétre. Les tubes ont été mis dans une 
étuve a 37° C. et les lectures finales ont été failes aprés huit 
semaines. I] faut noter que l’évolution diphasique s’est effec- 
tuée pour la variété S et seulement la croissance monophasique 
pour la variété R. 

L’Aviaire NinniS, aussi bien que l’Aviaire BS, attaqueles gly- 
cose, maltose, mannite, lévulose, galactose, fructose, arabinose, 
tréhalose et la glycérine avec production d’acide, tandis que le 
lactose et le saccharose n’ont pas été altaqués durant une incu- 
bation de huit semaines & 37°5. La croissance des variétés S 
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Aviaires Ninni et B est stimulée par la glycérine jusqu’a 
6 p. 100 de concentration, tandis qu’une concentration de 
10 p. 100 l’entrave. 

Pour |’étude de l’action bactériostatique, nous avons ajouté 
environ 40 milligrammes, poids humide, d’une culture sur 
Lewenstein, agée de deux semaines, variétés R et S, aux tubes 
mesurant 17 « 2 centimétres et contenant 10 cent. cubes du 
milieu de Sauton (pH = 7,4) avec glycérine, auquel diverses dilu- 
tions de colorants et d’antiseptiques ont été ajoutées. Les tubes 
ont été fermés, mis & I’étuve et les lectures faites comme plus 
haut. L’absence de croissance constituait une limite indicatrice 
du pouvoir bactériostatique. 

Une action bactériostatique sur les variétés Sd’Aviaire Ninni 
et B a été obtenue avec le violet de gentiane 4 la dilution de 
1 p. 36.000 en milieu de Sauton, le vert malachite & la dilution 
de 1 p. 4.000, le bichlorure de mercure 41 p. 3.200, le nitro- 
phénol mercurique (C‘H’Hg ONO?) a1 p. 3.600.000, la sanocry- 
sine (C°H!*08S* AuNa?) a 1 p. 1.600, et acide phénique (C°H°OH) 
a 4 p. 600 (tableau VI). 

Les essais sur l’action bactéricide de la chaleur ont montré 
que la variété S Aviaire Ninni résiste pendant quinze minutes 
a 65° et PAviaire B & 62°S pendant le méme temps. Exposées 
pendant trente minutes, les deux souches S se trouvaient 
détruites & 57°53, sauf quelques bacilles (tableau VII). La 
méthode suivie consiste & suspendre approximativement 
0 milligr. 1, poids humide, d’une culture de Loewenstein, agée 
de deux semaines, dans 5 cent. cubes d’eau distillée, et a 
placer le mélange dans un tube de verre scellé a la flamme. Le 
tube est complétement immergé et enveloppé de colon dans un 
bain-marie fermé sous tempéralure constante. Immédiatement 
aprés ]’exposilion & la chaleur, le tube est ouvert aseptique- 
ment et environ 1 cent. cube est transféré au moyen d'une 
pipette Pasteur et réparti dans 5 tubes de milieu de Lowen- 
stein. Ces derniers sont laissés & l’étuve & 37°5, pendant dix 
semaines, aprés quoi sont faites les lectures constatant la pré- 
sence ou l’absence de croissance (tableau VII). 

Des essais d’électrophorése sur les diverses variétés de 
bacilles tuberculeux ont é6lé obligeamment faits par M'’ N. Chou- 
croun et M. H. Plotz [55] (1934). Ces auteurs ont cherché en 
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méme temps si la mobilité des bacilles variait pour une meme 
culture avec l’age de celle-ci. 


Les variétés R et S des bacilles tuberculeux ‘dissociés aviaires el mammi- 
feres ont été pris sur milieu solide (pomme de terre glycérinée) et mis direc- 
tement en suspension dans de l'eau physiologique (de pH = 7,2) sans daver 
les bactéries (contrairement a ce qui est fait généralement), puisqu'un lavage 
est susceptible d’altérer la surface de la bactérie vivante. L’émulsion a été 
introduite dans la cuve a électrophorése et on a établiensuite le champ, de 
lordre de 10 volts par centimétre. 


M'” Choucroun et Plotz pensaient pouvoir déterminer rapide- 
ment la mobeleté des bactéries, mais ils ont été frappés par des 
différences trés grandes de mobilité entre les différents bacilles 
d'une méme émulsion, mobilité variant de 4 & 10 (cela encore 
montre l’incerlitude des résultats publiés jusqu’ici). Toutefois, 
la majorité des bacilles ont des mobilités voisines se répartis- 
sant autour d’une mobilité moyenne qu'on rencontre fréquem- 
ment. Au cours de ces investigations trés minutieuses, ila été 
trouvé que la variété S d’Aviaire Ninni porte une charge néga- 
tive, comme c’est le cas bien connu pour les bacilles en général 
et le bacille tuberculeux en particulier. La mobililé pour 
lAviaire Sa été toujours & peu pres la méme, quel que fit 
lage de la culture, c’est-a-dire que cette mobilité exprimée en 
v. par seconde, par volt-centimétre, a été 0,5, 0,5, 0,4 et 0.5 
pour des cultures agées respectivement de une, deux, trois et 
quatre semaines. Cette mobilité n’a pas été la méme pour la 
variété Aviaire R quia varié sensiblement avec lage de la cul- 
ture, passant généralement par un maximum vers la troisiéme 
semaine, c’est-a-dire 0,8, 0,8, 1,0 et 0,8 pour des cultures 
agées respectivement de une, deux, trois et quatre semaines 
(tableau VIII). 

Il ressort des expériences de M"* Choucroun et Plotz portant sur 
des centaines de déterminations que la mobilité de la variété R 
est toujours supérieure & celle de la variété S. Ces résultats sont 
en opposition avec ceux publiés par Kahn et Schwarzkopf [35] 
(1931-1933) qui prétendent que la mobilité de la variété S 
aviaire des souches A-1 et Krumwiede est considérablement 
supérieure a celle des variétés R. Dans une récente publication, 
M"* Choucroun et Plotz [55] ont fait ressortir quelques-unes des 
conditions mal définies qui peuvent influencer la mobilité 
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électrique des bacilles et qui sont la cause des résullats con- 
tradictoires constatés. 

La méthode de l’agglutination par les acides a permis de 
constater [46] qu’une différenciation peut étre faite entre les 
souches aviaires et mammiféres et également entre les variétés 
R et S de ces souches. Nous avons suivi ici la méthode pro- 
posée par de Kruif [9] (4922) et par Reed et Rice [36] (1931), en 
utilisant les solutions tamponnées selon Mc Ilvaine et modifiées 
par Stitt [56] dont les limites de pH vont de 2,4 & 8,0. Nous 
avons trouvé que la variété S Aviaire Ninni a été agelutinée a 
pH —3,6, alors que la variété R n’était agglutinée qu’a pH = 6,8 
(tableau IX). 


TasLeau Il. — Dimensions des bacilles tuberculeux dissociées 
en variétés Ch, Ret S. Instabilité jn vitro et in vioo de ces variétés. 


LONGUEUR LARGEUR, VARIATIONS 
TYPES ET VARIETES P 2 & © 
a i > ‘a bs eS in vitro | liu vivo 
z =] os = =) s 
Aviaire Ninni R.. . .| 0.6} 8,0] 2,8] 0,2} 0,5] 0,3} R-S-Ch |R-S-Ch 
Aviaire NinniS.. . .| 0,4] 6,8} 2,2) 0,3] 0,6] 0,4} S-R-Ch |S-R-Ch 
Aviaire Ninni Ch... . .| 0,3] 7,2 | 2,4] 0,3] 0,6] 0,4 
Bovine Vallée R. 0,6] 8,5] 3,2] 0,3] 0,6} 0,8} R-S-C€h |R-S-Ch 
Bovine Vallée S. . 055517 .5.1 259 1 0631-057 |0,4 S-R  |S-R 
Bovine Vallée Ch.. . .| 0,4] 6,3] 2,7] 0,2] 0,6] 0,4 , 
Humaine Anna R.. . .| 0,8} 8,5} 3,2] 0,2) 0,5] 0,3} R-S-Ch |R-S-Ch 
Humaine Anna SS... .| 0,3] 5,4] 2,0] 0,2] 0,7] 0,5 S-R S-R 
Humaine Anna-Ch. . .| 0,3] 5,0] 2,2) 0,3) 0,5] 0,3 
Aviaire (?) Puntoni R. .| 0,7] 8,2] 3,4 | 0,3} 0,6] 0,3 R-S |R-S 
Aviaire (?) Puntoni S. .| 0,5] 6,5 | 2,5] 0,2) 0,6] 0,3 S-R jS-R 
BGGe Renton dacs cl hale O05 fete 25900) 32h05 | 0,8 R-S R-S-Ch 
TCGRS ee ery ae eet Osa Oes 2, 25nOL an On Ga One S-R S-R 
BGGnG lie seis; ce kere is 0,7} 6,2) 2,4] 0,4] 0,6] 0,5 : Ch-S-R 
Humaine Becret R. . .| 0,5] 7,2] 2,9} 0,2] 0,6] 0,4 R-5 R-S 
Humain Becret S... .| 0,4) 6,4| 2,1] 0,3] 0,5] 0,3 S-R S-R 


Dimensions moyennes: S, longueur 2,3! »; largeur, 0,38 2; R, longueur 3,02 ,; lar- 
geur, 0,31 »; Ch, longueur, 2,42 »; largeur, 0,45 p. 


Les frottis de cultures de la variété S sur le milieu de 
Loewenstein ou sur pomme de terre glycérinée agées de une a 
huit semaines montrent au microscope des batonnets acido- 
résistants, Gram-positifs, courts, droits ou légérement 
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incurvés, épais, uniformément colorés et parfois granuleux, 
avec quelques rares bacilles en forme de massue disséminés 
(P1. 1, fig. 3). De nombreux batonnets non acido-résistants se 
trouvaient dans les jeunes cultures sur les milieux solides ou 
liquides. Dans les vieilles cultures, il existait de nombreux 
éléments gonflés, distordus, granuleux ou vacuolaires et ridés, 
paraissant représenter des formes dégénérées ou involuées. Les 
dimensions des bacilles variaient entre 0,4 ». & 6,8» pour la 
longueur et 0,3 u & 0,6 » pour lalargeur mesurées au micro- 
métre Filer (Tableau HU). Les dimensions moyennes de 
1.000 bacilles ont été de 2,2 u. de long et 0,4 ude large. Aucune 
forme ramifiée typique n’a été rencontrée. Comme pour les 
Aviaires Ninni non dissociés, nous avons observé que presque 
30 p. 100 des bacilles de la variété S sont complétement déco- 
Jorés en dix minutes par une solution d’acide sulfurique a 
20 p. 100. 

En dénombrant les bacilles et en suivant le développement 
des colonies sur le milieu de Loewenstein, nous avons trouvé 
que la variété S contient presque trois & cing fois plus de 
bacilles par milligramme que la variété R. Ce fait important 
ne doit pas étre négligé dans une étude comparative sur l’éva- 
luation de la virulence des bacilles tuberculeux, comme cela 
a été souligné par Doan [34]. 

Au cours de trente-quatre passages bimensuels sur le milieu 
de Loewenstein, la pomme de terre glycérinée ou le milieu de 
Sauton, nous avons observé une stabilité remarquable de la 
variété S aviaire. Cette stabilité n’est cependant pas absolue, 
puisque, dans des cultures sur milieu solide, laissées & tem- 
pérature du laboratoire (20 4 30°) pendant plusieurs mois, nous 
avons pu isoler des colonies !ypiques R et Ch dans des cultures 
agées respectivement de trois, cing, huit, huit, onze et treize 
mois, deux fois sur milieu de Loewenstein et quatre fois sur 
pomme de terre glycérinée. L'addition de 10 p. 100 de sérum 
de lapin anti-S aviaire au milieu de Sauton, ou |’addition de 
morceaux de foie, de rate et de reins provenant de lapins 
immunisés avec la variété S aviaire tuée par la chaleur, n’ont 
pas réussi & stimuler la production de variétés R et Ch dans 
nos cultures de variétés S pures. Nous n’avons pas non plus 
observé de dissociation spontanée de la variété S aviaire sur 
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le milicu de Loewenstein. Nous avons, par contre, observé i 
différentes reprises uae dissocialion spontanée in vivo des 
variétés S injectées en variétés R et Ch, comme nous l’avons 
déja relaté au chapitre « hémoculture ». Une convertibilité 
ultérieure de Ren S et vice versa a pu élre notée, tandis que 
la variélé Ch semblait plus stable que les variétés R et S, tant 
in vilro quin vivo. Ces observations écartent l’objection que la 
dissociation des bacilles tuberculeux n’est qu'une simple juxta- 
position de deux souches différentes. Nous avons essayé avec 
le plus grand soin d’éliminer toute souche impure et, a cet 
effet, nous avons toujours commencé nos cultures avec une 
seule colonie. De plus, et grace & l’assistance obligeante du 
D° L. Wamoscher, nous avons ainsi réussi & obtenir des 
souches S pures, aussi bien in vitro qu’in vivo, & partir de 
cultures d’unités bacillaires isolées au micromanipulateur. 
De ces souches nous avons de nouveau dissocié des cultu- 
res R et Ch; la souche R a donné une nouvelle souche 8S, 
tandis que la souche Ch est restée stable. Ainsi le cycle a été 
complété et Vinterconvertibilité des souches R et S aviaires 
établie. ; 

Variélé R de la souche Aviaire Ninnt. (Planche Ill, fig. 12 a 
a 17; planche V.) — La variété R d’Avisire Nioni pousse rapi- 
dement sur les milieux solides et liquides glycérinés. Sur le 
milieu de Lowenstein et sur la pomme de terre glycérinée 
(pHi =7,4) les colonies R agées d’une ou deux semaines, de 
couleur blanche et de forme hémisphérique, ressemblent de 
fagon frappante aux colonies S d’aspect luisant et de forme 
convexc. En les examinant de trés prés, on nole cependant 
une irrégularilé trés nette de la surface et de la périph*rie de 
chaque colonie, et, au lieu de rester en contact intime avec la 
surface du milieu, elles ont tendance a s’en écarter. Avec lage, 
les colonies R prennent une couleur Iégérement jaune paille, 
deviennent rugueuses, crevassées, mates, lriables et trés irré- 
euliéres, cérébriformes. La surface prend un aspect de chou- 
fleur d'un jaune beaucoup plus foncé que celui des colonies S 
blanchatres et crémeuses. (PI. III, fig. 12 et 13.) Une incuba- 
tion prolongée des variétés R produit une coloration orange au 
centre crevassé el aussi des irrégularités plus prononcées de la 
périphérie. Le diamétre des colonies varie de 1 & 8 millimetres 
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de largear et de 1 & 2 mm.5 de hauteur. Sur le milieu de 
Loewenstein et sur la pomme de terre glycérinée, des cultures 
R d’un cerlain age montrent parfois des colonies isolées, avec 
un bord circulaire et plat qui s’étend autour de la base, et qui, 
& premiére vue, semblent étre une dissociation spontanée en 
variété S. Des prélévements de cetle partie, ensemencés sur de 
nouveaux milieux, ne donnent jamais que des colonies ht 


PLANCHE V. 


typiques. (Planche II, fig. 14.) Sur pomme de terre glycérinée 
biliée, la variété R prend une grande partie des caracteres de 
la variété S (VPlanche IU, fig. 17) et sa surface humide et 
presque luisante peut induire en erreur. Quand une telle cul- 
ture est repiquée sur pomme de terre glycérinée, la surface 
redevient, comme initialement, mate et rugucuse. (Pl. III, 
fig. 16 ) A juger d’aprés ce qui a été publié sur la dissociation, 
il apparait que l’emploi de sels biliaires dans les milieux 
solides a causé beaucoup de confusion. 

Sur bouillon gélosé de beuf sans glycérine ou dans du 
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bouillon sans glycérine, il ne se produit aucune croissance 
de la variété R, en contraste avec la variété S qui pousse 
sur ces milieux. On n’observe non plus aucun développe- 
ment sur les milieux solides ou liquides & la température du 
laboratoire. En milieu de Sauton et en bouillon glyeériné 
(pH =7,4) l’évolution diphasique, observée par la variété S, 
ne se produit pas et la croissance se fait seulement en voile. De 
nombreux ilots, constitués par des amas hérissés et rugueux 
de bacilles flottants, se forment d’abord sur toute la surface du 
liquide. La coalescence de ces ilots s’effectue par un léger voile 
qui s’étend de plus en plus de la périphérie de chaque amas de 
bacilles pour former finalement une membrane épaisse, cre- 
vassée, séche, friable qui couvre la surface entiére et tend a 
remonter de quelques millimétres le long des parois du ballon 
(Pl. V, fig. 17). 

La courbe du pH (Graph. I), en milieu de Sauton, s’éléve 
graduellement de 7,4 4 7,5 durant la premiére semaine, mais 
a partir de ce moment on note une tendance vers l’acidité et 
apres quatre semaines le pH est de 6,6, aprés six semaines 6,0, 
apres huit semaines 5,6 et aprés dix semaines 5,3. Ceci est en 
contraste frappant avec la courbe du pH de la variété S, qui 
montre une alcalinité nette aprés dix semaines d’incubation 
a 37°5. Les cultures liquides décélent une odeur douceatre et 
agréable. Le milieu de Sauton, aprés quatre & six semaines 
d’incubation, prend une faible pigmentation jaune ou opales- 
cente, qui fait défaut dans les cultures de variété S. Quand on 
maintient le pH du milieu de Sauton tamponné a 4,0 et 4,5, il 
ne se produit aucune croissance de la variété R. Aprés dix 
semaines d’incubation & 37°5 on trouve, par pesée des bacilles 
desséchés, que la croissance maximum se fait dans le milieu 
de Sauton maintenu & pH =6,0 — 6,5 (2 gr. 128 -—2 gr. 219 
par 150 cent. cubes de milieu de Sauton) et la croissance 
minimum a pif 8,5 (4 gr. 211). [Tableau V). Par conséquent 
les limites de pH pour la croissance de la variété R sont plus 
rapprochées (pH 5,0 — 8,5) que celles pour la croissance de la 
variété S (pH 4,0—9,0). 
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Tasteau Il. — Variations hebdomadaires du pH, en milieu de Sauton, 
des variétés R et S des types aviaire, bovin et humain des 
bacilles tuberculeux. 
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Le numéro R,, indique le nombre de repiquages de la souche. 


En anaérobiose stricte, aucune croissance de la variété R 
a 37°5, ni sur les milieux solides, ni dans les milieux 
liquides. 

Aucune différence entre les variétés R et S n’a &lé observée 
quanta l’assimilation des glucides; 10 p. 100 de glycérine ont 
entravé toute croissance de la variélé R. 

La bactériostase de la variété R, tant d’Aviaire Ninni que 
d’Aviaire B, a été obtenue avec des dilulions & 4 : 20.000 de 
violet de gentiane en milieu de Sauton aprés huit semaines 
a 37°5, 1 p. 500 de vert malachite, 1 p. 3.200 de bichlorure 
de mercure, 1 p. 3.200.000 de phénol - nitrate -mercurique, 
1 p. 1.000 de sanocrysine et 1 p. 1.600 de phénol. Il appert 
ainsi que le violet de gentiane et que le vert malachite exercent 
une action bactériostatique différente sur les variétés R et S 
des bacilles tuberculeux aviaires, les variétés S étant plus sensi- 
bles & ces colorauts que la variété R (Tableau VI). 

Les essais sur l’action bactéricide de la chaleur ont montré 
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que la variété R d’Aviaire Ninni est tuée & 57°S en quinze 
minutes et l’Aviaire B & 60° C. Exposées pendant trente 
minutes, ces deux souches meurent 4 52°5. Ceci démontre 
que la variété R du bacille tuberculeux aviaire est moins 
résistante & l’action bactéricide de la chaleur que Ja variétéS 
(Tableau VIL). 

Dans les essais d’électrophorése, la mobilité R d'Aviaire 
Ninni exprimée en » par seconde par volt-centimétre a élé . 
respectivement de 0,8, 0,8, 1,0 et 0,8 pour les cultures agées 
de une, deux, trois et quatre semaines. Nous avons déja 
exposé les différences entre les variétés R et S sous ce rapport 
(Tableau VIII). 

La variété R d’Aviaire Ninni est agglutinée & pH = 6,8, tandis 
que la variété S Vest & pH —3,6 (tableau IX). 

La variété R nes’émulsionne pas facilement; les bacilles sont 
agglutinés spontanément, tombent au fond et laissent le liquide 
surnageant sans trouble. Une agitation prolongée a l’aide de 
billes de verre et, mieux, aprés addition de quelques gouttes de 
bile, donne une suspension homogéne temporaire. Des élale- 
ments faits sur lames de verre sont fortement granuleux et 
généralement non adhérents 4 Ja lame. L’image microscopique 
révéle de gros amas de bacilles qui contrastent avec la fine 
répartition, en dentelle, des bacilles S (pl. III, fig. 15). Les 
bacilles isolés sont fortement acido-résistants et Gram positifs, 
en forme de batonnets longs, minces et droits pour la plupart, 
se colorant de fagon uniforme. On trouve un plus grand 
nombre de bacilles granuleux ou massués dans la variété R que 
dans la variété S. Les bacilles mesurent de 0,6 » & 8,1 » en lon- 
gueur et de 0,2 4 0,5 » en Jargeur. Les dimensions moyennes 
de 1.000 bacilles sont 2,8 ». de long et 0,3 u de large. Les varia- 
tions individuelles de dimensions dans une seule culture sont 
tellement grandes qu il est impossible de distinguer entre une 
variété R ou S par la simple morphologie cellulaire (tableau II). 
Mais, de facgon générale, on peut dire que les bacilles de la 
variété R sont plus longs et plus minces que ceux de la variéléS. 
On remarque, a l'occasion, des batonnets non acido-résistants 
dans des cultures jeunes, tant sur les milieux solides que dans 
les milieux liquides. Les bacilles de la variété R sont plus for- 
tement acido-résistanls que ceux de la variété S. Quelques 
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bacilles seulement sont décolorés en dix minutes par une solu- 
tion d’acide sulfurique & 20 p. 100. La recherche attentive des 
formes ramifiées dans les souches R est restée sans résultat. 
Nous ayons déja indiqué que la variété S contient trois a cing 
fois plus de bacilles qu’un méme poids de variété R. 

La variélté R est relativement stable in vitro. Notre souche de 
stock, cultivée sur milieu de Leewenstein, pomme de terre gly- 
cérinée et milieu de Sauton, a subi déja trente-quatre passages 
bimensuels sans changer d’aspect. Nous avons observé cepen- 
dant que, si ces cultures sur milieux solides et spécialement celles 
en milieux liquides sont laissées & la température du laboratoire 
et & la lumiére du jour, des poussées spontanées de colonies S 
et Ch se produisent entre le troisi¢me et le dixitme mois. La 
dissociation de R en S est nettement moins fréquente que la 
dissociation spontanée de S en R. Nous n’avons pas réussi a 
obtenir plus de colonies S en ajoutant de 5 4 10 p. 100 de sérum 
de lapin anti-R au milieu de Sauton (pH = 7,4). L’addition de 
sérum normal de lapin et de morceaux stériles de reins, de foie 
ou de rate de lapin normal a produit approximativement le 
méme nombre de colonies S dans des cultures R que l’addition 
au milieu d’anti-R sérum ou de morceaux stériles de reins, de 
foie ou de rate de lapins immunisés contre R. Nous n’avons 
pas non plus réussi & provoquer une poussée plus forte de 
colonies S dans des cultures R en milieu de Sauton ou en 
bouillon glycériné dans lesquels le pH variail entre 5,5 et 8,0. 
En fait, des dissociations spontanées de colonies S provenant 
de cultures R se sont produites tout au long des pH limites 
entre lesquels s’est manifesté le développement. A plusieurs 
reprises, nous avons isolé in vivo un trés pelit nombre de colo- 
nies S et Ch typiques provenant de cultures du sang et de 
tissus de cobayes et de lapins, inoculés avee la variété R. La 
forme la plus rare qui ait été isolée est la variété Ch. Quelques 
cobayes et des lapins nous ont donné uniquement de véritables 
colonies R typiques par hémoculture, ou cultures de pus, et dans 
les cultures d’organes, et cela jusqu’a quatorze mois aprés 
Vinoculation de la variété R. Mais il n’existe pas de stabilité 
absolue de la variété R, car nous avons pu observer sa conver- 
tibilité en S in vitro aussi bien qu’in vivo. Afin d’éliminer la 
question des souches impures, nous avons eu recours aux cul- 
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tures R a partir d’une cellule au moyen dumicro manipulateur 
Janse et Péterfi. Partant de ces souches, nous avons de nouveau 
obtenu, en tout petit nombre il est vrai, des colonies S et Ch, 
tant in vivo qu’tn vitro. Ces observations confirment les tra- 
vaux de Doan [34] et de Kahn et Schwarzkopf [35]. 

Variété Ch d' Aviaire Ninni.(Planche I, fig. 2.) — La variété Ch 
avec ses larges colonies pigmentées, de forme hémisphérique 
ou plate, semble presque identique & la variété S, si lon excepte 
la présence de la substance chromogéne. La pigmentation va 
du jaune citron &l’ocre jaune chaud ets’intensifie surtout quand 
la cullure est exposée a la lumiére du jour apres quelques 
semaines a 37°5. Trente-quatre repiquages bimensuels sur milieu 
de Leewenstein, pomme de terre glycérinée et milieu de Sauton 
(pH = 7,4) n’ont pas amené une diminution de la pigmentation. 
Les colonies les plus fréquentes sont hémisphériques, d’aspect 
lisse, humide et luisant. Elles mesurent de 0 mm. 3 4 3 mil- 
limétres de diamétre sur le milieu de Loewenstein, aprés huit 
semaines. Les colonies plates, s’étendant irrégulitrement, bos- 
selées au centre etd’aspect humide et moins luisant, ont atteint 
un diamétre de 12 miilimétres pendant la méme période. Les 
colonies isolées de la variété Ch, ensemencées au centre du 
milieu de Lewenstein et laissées au laboratoire pendant un an, 
ont conlinué a se développer jusqu’a atteindre 18 & 22 milli- 
métres de diamétre. Le développement de la variété Ch se fait 
lentement a la température du laboratoire, tant sur les milieux 
solides que dans les milieux liquides. Dans le milieu de Sauton 
et sur pomme de terre glycérinée, elle présente, & 37°5, comme 
la variété S, une croissance diphasique qui aboutit & la for- 
mation d'un voile plat, tres humide et fortement pigmenté. La 
pigmentation se communique au milieu qui prend une couleur 
ocre brillante. En l’absence de glycérine, la variété Ch ne pro- 
duit pas de voile, bien que la croissance soit abondante au fond 
du ballon, sur-ses parois et dans la masse. Généralement, le 
liquide se clarifie au cours de la deuxiéme ou de la troisitme 
semaine. A la température du laboratoire, la variété Ch pousse 
lentementen milieu de Sauton et en bouillon glycériné, sans pro- 
duire de voile. La courbe du pH du milieu de Sauton ensemencé 
suit de prés celle décrite plus haut pour la variété S, c’est-a- 
dire qu’elle descend de pH 7,4 47,2, durant la deuxiéme 
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semaine, pour remonter ensuite graduellement & 7,6 et méme 
plus haut au bout de dix semaines. Le milieu répand une 
odeur douceatre de fruit et le liquide est coloré d'une brillante 
pigmentation ocre. La variété Ch pousse mal en milieu de Sauton 
tamponné dont le pI est maintenu & 4,0 ou 4,5, 8,0, 8,5 et 9,0. 
A ces concentrations, le voile ne seforme pas. Les limites optima 
de pH pour la croissance sont comprises entre 6,0 et 7,0, ainsi 
que nous avons pu les déterminer par pesée de bacilles dessé- 
chés provenant d’une culture agée de dix semaines (tableau V). 
Quand le voile Ch est mis & flotter légérement sur la surface 
du milieu de Sauton, sans s’émulsionner dans le liquide, il 
s’étend rapidement sur toute la surface pendant une ou deux 
semaines, sans que les bacilles végetent d’une maniére diffuse 
dans le milieu, comme c’est le cas au début de la culture quand 
les bacilles sont ensemencés directement a |’état d’émulsion. 
Des réensemencements rapides de petites parcelles de ce voile 
en milieu de Sauton n’ont pas réussi, aprés vingt-quatre pas- 
sages, & changer la variété Ch en Sou en R. L’apparition dans 
ces cultures de passage d’un voile moins humide que le voile 
initial nous a parfois induit & penser qu’une dissociation spon- 
tanée en variété R s ‘était produite. Mais des subcultures en 
milieu de Lewenstein nous ont prouvé qu'il s’agissait toujours 
de variété Ch crémeuse et confluente. 
En anaérobiose stricte, aucune croissance de variété Ch a 
37°3, ni sur les milieux solides, ni dans les milieux liquides. 
Il n’a pas été constaté de différence notable entre les variétés 
Chet S quant a l’assimilation des glucides, la bactériostase par 
colorants ou désinfectants, l’action bactéricide de la chaleur, 
lélectrophorése ou l’agglutination acide. Les résultats obtenus 
montrent que la variété Ch est intimement liée a la variété S. 
Les bacilles Ch sont facilement émulsionnables. Etendus sur 
une lame de verre, dans une goutte d’eau, l’émulsion donne 
un frottis uniformément réparti dans lequel les bacilles forment 
un dessin dentelé contrastant avec les amas entassés des frottis 
de la variété R. L’examen microscopique de ces frotlis a montré 
des batonnets acido-résistants, Gram positifs, de forme courte, 
épaisse, droite ou légerement courbée, semblable, quant a leur 
morphologie cellulaire, a celle de la variété S. La plupart se 
colorent uniformément. Toutefois, on rencontre des formes 
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granuleuses et vacuolaires tant dans les cultures jeunes que 
dans les cultures plus 4gées sur milieux solides et liquides. Les 
bacilles en forme de massue sont relativement rares. Les 
dimensions des bacilles d’une culture sur milieu de Lewenstein 
agée de quatre semaines varient entre 0,3 u et 7,2 u de long et 
0,380,6udelarge. Les dimensions moyennes de 1.000 bacilles 
sont de 2,4 ude long et 0,4 ». de large. Ces dimensions moyennes 
sont approximativement les mémes que celles de la variété S 
et légérement plus petites que celles de la variété R. Mais dans 
les conditions de nos expériences il est impossible de diffé- 
rencier, par la seule morphologie, les bacilles des variélés Ch, 
R ou S du type aviaire. Eaviron 25 p. 100 des bacilles de la 
variété Ch sont décolorés complétement en dix minutes par une 
solution d’acide sulfurique & 20 p. 100. 

Nousn’avons pasréussiaaltérer la stabilité d’une colonie de va- 
riété Chdu type Aviaire Ninniet Aviaire B, niin vitro, ni in vivo. 


Proeristis PATHOGENES DES vaRIETES Cu, R Et S DES BACILLES 
TUBERCULEUX AVIAIRES. — La variété S est tres virulente pour 
Ja poule et le lapin et faiblement virulente pour le cobaye. 
Chez la poule et le lapin, la variété S produit, en premier lieu, 
un processus hémorragique septicémique, accompagné de 
manifestations toxiques, d’hypertrophie du foie, de la rate et 
des ganglions lymphatiques, de congestion des poumons, 
d’anémie, des modifications du rapport monocytes-lymphocytes 
et de la vitesse de sédimentation qui sont augmentés. Malgré 
Vabsence de lésions tuberculeuses macroscopiques pendant les 
phases aigués de l infection, les bacilles fourmillent dans tous 
les organes et la moelle osseuse. Les variétés R et Ch sont 
relativement peu virulentes pour la poule et le lapin. Parfois 
la variété R produit une forme chronique de tuberculose 
miliaire & la suite d’inoculation intraveineuse de doses supé- 
rieures a 10 milligrammes. 


Il. — Souches bovines. 


Les souches de stock de bovine Vallée et bovine S 16 n’ont 
donné que des colonies R sur les milieux solides et liquides. 
Nous avons essayé de provoquer zn vivo la dissociation de ces 
souches par inoculation, dans le ganglion cervical, de 1 milli- 
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gramme d’une culture sur milieu de Lowenstein, agée de 
quatre semaines. 6 cobayes, pesant de 240 & 295 grammes, ont 
été inoculés avec la souche bovine Vallée, et 8, pesant de 
234 a 280 grammes, avec la souche bovine S 16. Dans les 
deux cas, il s’est produit de la bacillémie. Sur une série de 
184 tubes de milieu de Loewenstein, ensemencés avec le culot 
de sang obtenu de 18 ponctions cardiaques d’animaux ino- 
culés avec la bovine Vallée, 96, soit 52 p. 100, ont été trouvés 
positifs aprés huit semaines d’incubation a 37°5. Le nombre 
des colonies variait de 1 & 158. Sur un total approximatif de 
570 colonies distinctes, 64, soit, 11 p. 100, étaient des colonies S 
typiques; 4, soit'0,7 p. 100, étaient des colonies Ch typiques 
et les 502 restantes, soit 88 p. 100, représenlaient des colonies R 
typiques. Sur une série de 218 tubes de milieu de Lowenstein, 
ensemencés avec le culot de sang obtenu de 22 ponctions 
cardiaques d’animaux inoculés avec la bovine S 16, 136 tubes, 
soit 67 p.100, montraient de 1.468 colonies par tube, aprés huit 
semaines 4 37°5. Sur un total approximatif de 430 colonies, 38, 
soit 8,8 p. 100, étaient des colonies S typiques et les 392 restan- 
tes, soit 91,2 p. 100, étaient des colonies R typiques. Dans cette 
série, il n’a été obtenu aucune colonie Ch (Tableau 1.) La simili- 
tude frappante entre les variétés R et S des colonies dérivées des 
souches bovines Vallée et bovine S 16 rend superflue toute dis- 
cussion sur les variétés dissociées de celte derniére souche. 

Variété S de bovine Vallée. (Planche IV, fig. 1-5; planche VII, 
fig. 11-16; planche VII, fig. 171-18 et planche IX, fig. 20-21.) 
— Les différentes colonies S de la bovine Vallée, telles que 
nous les avons observées sur milieu de Lewenstein, pomme 
de terre glycérinée, pomme de terre glycérinée et biliée et 
bouillon de beeuf gélosé, ressemblent d’une facon remar- 
quable aux diverses colonies S de la souche aviaire Ninni. La 
différence la plus frappante réside dans l’aspect de la souche 
Ninni qui est plus grasse et plus confluente. La variété S bovine 
pousse assez lentement aprés isolement récent. Jamais elle ne 
se développe aussi. vite que la variété R bovine. Les colonies 
convexes humides, luisantes et bien arrondies, mesurent de 
0,5 a 3 millimétres sur milieu de Lowenstein, apres huit 
semaines & 37°5. Aprés douze semaines, quelques colonies 
peuvent atteindre jusqu’a 5 millimetres de diamétre. (PI. IV, 
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Puancne VII. 
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fig. 1). Les colonies qui s’étendent de fagon irréguliére avec 
un centre bosselé sont d’apparence humide, mais netlement 
moins luisantes que le type de forme convexe. (Pl. 1V, fig. 2.) 
Ces colonies peuvent alleindre jusqu’é 12 millimétres dans 
des cultures agées de huit semaines, et jusqu’d 15 millimétres 
dans des cultures dgées de douze semaines. Les colonies céré- 
briformes a centre concave, lisses, humides et luisantes, peuvent 
atteindre jusqu’é 10 millimétres de diamétre aprés huit 
semaines. (Pl. VI, fig. 15 et 16.) Toutes ces colonies ont une 
couleur blanc ivoire, sans tendance & présenter la coloration 
centrale légérement ocrée qui se trouve réguliérement dans la 
variélé R. Le milieu de Lewenstein se pigmente d’ua jaune 
léger apres trois & six semaines. Sous ce rapport, les colonies R 
et S se ressemblent. On observe souvent une nouvelle poussée 
de colonies superposées aux vieilles colonies S (pl. IV, fig. 5), 
et ces colonies sont généralement des variétés S typiques. 
Touchée avec un fil de platine, la variété de colonie S adhére 
au filet un grattage de la surface de la colonie révéle une masse 
homogéne, compacte, de consistance crémeuse. La croissance 
sur les milieux solides est favorisée par l’addition de glycérine. 
Sur bouillon de beeuf gélosé sans glycérine, la croissance est 
extrémement lente et les colonies sont, pour la plupart, du type 
convexe, en forme de balle. La croissance sur pomme de terre 
glycérinée et biliée est plus lente que sur pomme de terre 
glycérinée. (Pl. IV, fig. 4.) A la température du laboratoire, la 
croissance sur les milieux solides est lente, mais persiste pen- 
dant un an si les colonies sont assez distantes les unes des 
autres. Une seule colonie, placée au centre d’un tube de milieu 
de Leewenstein, s'est agrandie pendant treize mois de 3 milli- 
métres de diamétre & 18 25 millimétres. Dans les milieux 
liquides glycérinés, tels que le milieu de Sauton et le bouillon, 
la croissance est diphasique : culture diffuse pendant environ 
une semaine, puis le milieu se clarifie et i] se forme un voile 
confluent, humide et relativement plat qui tend & grimper le 
long des parois du flacon. (Pl. IX, fig. 20 et 21). Ces deux 
milieux s’acidifient fortement aprés dix semaines & 37°5, le pl 
est de 4,0-4,4. (Graphique 2.) On décéle une odeur doucedatre 
et fruitée et le liquide est clair, non pigmenté. Dans le bouillon 
sans glycérine, |’évolution diphasique ne se produit pas, bien 
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Tasteau IV. — Variations hebdomadaires du pH sur le milieu de 
Sauton d'un mélange des variétés R et S des types aviaire, bovin 
et humain. 
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quil y ait croissance abondante dans toute la masse et au fond. 
Cette évolutiondiphasique fait aussi défaut dans le milieu deSau- 
ton etle bouillon glycériné laissés 4 latempérature du laboratoire. 
La croissance initiale diffuse ne se produit pas non plus quand un 
ballon de miJieu de Sauton (pH = 7,4) frais est ensemencé & la 
surface avec une petile spalule de voile S prélevé sur une cullure 
en Sauton, agée de quatre semaines. Le voile s’étend rapi- 
dement sur la surface en dessins finement dentelés et de facon 
continue jusqu’a ce qu’il recouvre toute la surface d’une mem- 
brane humide et relativement plate qui ne se distingue en rien 
de celle observée lors de la croissance diphasique. 

Les limites de concentration de pH pour la croissance de la 
variété S dans le milieu de Sauton tamponné vont de pH —4,0 
a 9,0. (Tableau V.) La croissance optimum, déterminée par 
pesées de bacilles séchés provenant d’une culture dgée de dix 


semaines & 37°5, se fait entre pH==6,5 et 7,0 (1,540-— 


1 gr. 683 de bacilles séchés dans 150 cent. cubes de milieu de 
Sauton), tandis que seulement 0 gr. 361 sont obtenus 4 pH = 
4,0 et 0 gr. 742 a pH=9,0. Il est & noter que le voile a com- 
plétement disparu & pH= 4,0, 4,5, 8,5 et 9,0, bien qu'il y ait 
eu une faible croissance dans toute la masse du milieu, au 
fond et le long des parois du ballon. 

En anaérobiose stricte, pas de développement, ni sur les 
milieux solides, ni dans les milieux liquides. 

L’assimilation des glucides par les variétés S de bovine 
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Tasteau V. — Poids a l'état sec des cultures R et S du bacille tuber- 
culeux des types aviaire, bovin et humain aprés dix semaines a 


37°5 en milieu de Sauton (450 cent. cubes) de pH différents. 
: a a DTT 


3 pH bE MILIEU DE SAUTON 
TYPES ET VARIETES 
4,0 | 4,5 5,0 5b 6,0 6,5 7,0 ahs 8,0 8,5 9,0 
Aviaire Nini R,, . .| 0 0 2,024 | 2,093 | 2,428} 2,219 | 2,085 | 2,090) 2,041] 1,211 |0 
Aviaire Nini S,. . -} 4,034] 4,085 | 41,101] 1,563] 1,618] 4,640| 1,684 | 1,423 | 1,364] 0,864 |0, £12 
Aviaire BR,. -.% ./9 0 1,224) 1,238) 4,645] 1,802] 4,941 | 4,880] 4,723] 1,380 |0 
{ Aviaire BS, . . . .| 0,622] 1,045] 4,160] 4,194] 1,384] 4,488] 4,69! | 1,543] 1,063 | 4,154 /0,141 
| Aviaire Puntoni R,.| 0 0 0 0,896] 4,981] 4,143] 1,342] 1,187] 1,123] 0,984 |0 
Aviaire Puntoni S,.| 0,234] 0,643] 0,864 | 1,092] 4,384 | 1,532] 4,640] 4,504] 1,462] 1,040 |0 
Bovine Vallée R,. .| 0 0 0 1,04114,184] 4,248] 1,484 | 1,368] 1,364] 1,082 |0 
Bovine Vallée S,,. .| 0,261] 0,623) 0,925] 1,106] 1,285 | 1,540] 1,683] 4,342] 1,462| 1,328 |0,742 
eo Ry 0 ) 0 4,462] 4,709] 1,845] 1,843] 1,742] 4,391] 41,3520 
MepeG Sy. 0,486 | 0,735 | 0,875} 4,084 | 1,215] 1,293] 4,323] 4,686] 1,342] 0,964 0,486 
} Bovine S16 R,. . .| 0 0 0 1,106] 1,428] 1,933] 1,993] 4,996] 4,015] 4,502 |0 
Bovine $16 S, . 0,267 | 0,784] 0,964 | 0,885] 1,264) 4,424] 4,673] 1,432] 1,173] 0,828 |0,143 
| Humaine Anna R,y.| 0 0 0 0 1,196] 1,426] 1,845] 1,914] 4,935] 0 0 
| Humaine Anna §,,..| 0,125] 0,638 | 0,986] 0,984 | 1,057] 4,329] 4,106] 0,844 | 0,646 | 0,321 |0 
| Humaine Ratti R, .) 0 0 0 0 4,547| 1,842] 1,884] 4,901] 1,576] 0 0 
| Humaine Ratti S,. .| 0 0,365 | 0,921] 0,986] 1,348] 1,659] 1,193}-1,008| 0,733 | 0,437 |0 
|, Humaine Becret R,.| 0 0 0 448% 14,428] 1,657] 1,814] 4,866 | 1,397] 0 0 
} Humaine Becret S,.| 0,288] 0,294] 0,894} 4,543) 1,973) 1,923] 2,143] 1,885] 4,141 | 0 0 
| 


Vallée et bovine S'16 est la méme que pour |’Aviaire Ninni, 
c’est-a-dire que les glucose, maltose, mannite, lévulose, galac- 
tose, fructose, arabinose, tréhalose et glycérine sont assimilés 
avec production d’acide. Les lactose et saccharose ne sont pas 
assimilés. La croissance de la variété S est stimulée par la 
glycérine jusqu’a 5 p. 100 de concentration dans Je milieu de 
Sauton, tandis qu’une concentration de 10 p. 100 l’entrave. 

La bactériostase de la variété S est obtenue par des dilutions 
de violet de gentiane 4 1 p. 32.000 en milieu de Sauton aprés 
huit semaines & 37°5, de vert malachite 4 1 p. 2.000, de bichlo- 
rure de mercure a 1 p. 4.000, de nitro-phénol-mercurique a 
1 p. 3.200.000, de sanocrysine & 1 p. 1.000, de phénol a 
1 p. 1.600. Ce sont les mémes concentrations qui entravent la 
croissance de la variété S d’Aviaire Ninni (tableau VI). 

L’action bactéricide de la chaleur se manifeste, pour la 
variété S, & 65°, apres quinze minutes, et 457°5 apres trente 
minutes (tableau VII). 

Dans les essais d’électrophorése, la variéié S montre une 
mobilité uniforme indépendante de l’dge de la culture (une a 
quatre semaines) et cette mobilité, exprimée en » par seconde 


aes 
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et par volt-centimétre, est de 0,4, en contraste avec celle de 
la variété R qui est de 0,8, 0,8, 1,0 et 0,55 respectivement 
pour des cultures agées de une, deux, trois et quatre semaines 
(tableau VIII). 

L’agglulination acide de la variété S se fait dans les solu- 
tions tamponnées de pH — 2,8, en contraste avec la variélé R 
qui est agglutinée en pH == 4,0 (tableau IX). 

La variélé S s’émulsionne facilement. L’émulsion est unifor- 
mément trouble. Des frottis faits d'une telle émulsion mon- 
trent, au microscope, des groupes de batonnets acido-résistants, 
répartis uniformément comme une dentelle, Gram positifs, 
droits ou légérement incurvés, de coloration homogéne ou for- 
tement granuleux (pl. IV, fig. 3). Les bacilles massués abondent 
dans les cultures jeunes et plus agées. La présence de baton- 
nets non acido-résistants est fréquente dans les cultures jeunes 
en milieu solide aussi bien qu’en milieu liquide. Aucune forme 
ramifiée typique n'a été rencontrée. Les bacilles isolés mesurent 
de 0,5 4 &7,5 u de long et 0,3 »u a 0,7 » de large. Les dimen- 
sions moyennes de 1.000 bacilles provenant d’une culture agée 
de qualre semaines sur milieu de Loewenstein sont de 2,9 u de 
long et 0,4 u de large (tableau II). Environ 23 p. 100 de 
bacilles de la variété S sont décolorés compléltement en dix 
minutes par une solution d’acide sulfurique & 20 p. 100. 

Nous avons observé zn vitro une remarquable stabilité de la 
variélé S au cours de 29 repiquages bi-mensuels sur milieu de 
Lowenstein, pomme de terre glycérinée et milieu de Sauton. 
Cette stabilité apparente en culture pure n’est pas absolue, car 
& 13 occasions nous avons observé la croissance de colonies R 
typiques sur le voile de surface humide et plat S de cultures en 
Sauton laissées a la température du laboratoire de trois a dix 
mois, aprés une incubation de quatre semaines &37°5 (pl. VIII, 
fig. 17 et 19). En subcultures, ces colonies R sont restées 
stables sur pomme de terre glycérinée, sur milien de Loewens- 
tein et en milieu de Sauton; leur virulence initiale pour les 
cobayes et les lapins s’est trouvée rétablie. Dans les cultures 
en milieu de Sauton, le pH initial 7,4 tombait durant la 
deuxiéme semaine 47,1, durant la troisisme a4 7,0 et remon- 
tait ensuite jusqu’a atteindre graduellement 7,6 durant la 
sixiéme semaine pour revenir & 7,2 durant la dixigme. La cul- 
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ture initiale S du milieu de Sauton quia fourni la variété R 
avait un pH — 4,2 durant la dixitme semaine. Dans le milieu 
de Sauton addilionné de bacilles bovins Vallée S tués par la 
chaleur, de filtrat Chamberland L, de cultures S en milieu de 
Sauton agées de une & huit semaines, de 10 & 20 p. 100 de 
sérum de lapin anti-S, ou de morceaux de reins, de foie ou de 
rate provenant de lapins immunisés contre S, les colonies R 
dérivées de la variété S n’ont pas été plus nombreuses que 
dans le milieu contenant du sérum de lapin normal ou des 
morceaux de reins, de rate ou de foie d’animaux normaux 
(graphiques 4 et 5). Quelle que soit la substance qui cause la 
dissociation de R en S, elle semble se trouver dans les germes 
mémes, indépendamment du milieu sur lequel ils sont cultivés. 

La meilleure méthode pour provoquer zn viiro la dissociation 
des souches S et R entre elles consiste a laisser vieillir les cul- 
tures a l’étuve ou, mieux, 4 la température du laboratoire et a 
la lumiére du jour, aprés une premiére incubation de plusieurs 
semaines 4 37°5, et dans les milieux liquides sous un volume 
supérieur & 100 cent. cubes. In vivo, par contre, une stabilité 
apparente de la variété Sa été observée chez cerlains animaux, 
stabilité qui toutefois s’est révélée défectueuse chez d'autres. 
Ainsi une poule (n° 131) a été inoculée par injection intravei- 
neuse avec 1 milligramme de bovine Vallée S, provenant d’un 
dix-neuviéme repiquage de culture sur milieu de Loewenstein. 
L’animal est mort sept mois plus tard. Aucun organe n’a 
montré de lésion macroscopique, mais des cultures faites avec 
la rate et le foie broyés ont donné 327 colonies de variété S 
ty piques aprés huit semaines d’incubation et il n’a été remarqué 
aucune trace de colonie R ou Ch (pl. VII, fig. 14 et 16). En oppo- 
sition avec ceci cependant, nous avons isolé des colonies R 
typiques provenant de cultures de tissus de 2 cobayes, aprés 
inoculation intrapéritonéale de 0 milligr. 1 d’un neuviéme 
_ repiquage de bovine Vallée S, les deux animaux étant morts 
deux cent cinquante-quatre, deux cent quatre-vingt-deux jours 
respectivement aprés l’inoculation. 4 colonies R typiques ont 
apparu parmi 243 colonies S typiques. Depuis, ces colonies R 
sont restées stables sur le milieu de Loewenstein, la pomme de 
terre glycérinée et dans le milieu de Sauton, donnant la courbe 
de pH alcaline typique et se montrant virulente pour le lapin 
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et le cobaye. Deux de ces cultures R ont produit par la suite, 
in vivo, des colonies S qui ont donné la courbe de pH acide 
typique dans le milieu de Sauton et montré une avirulence rela- 
tive pour les animaux d’expériences. I] est ainsi évident que 
la dissociation est une propriété inhérente aux deux variétés R 
et S de bacilles tuberculeux et que le changement de S en R 
et vice versa se produit plus fréquemment zn vivo quin vitro. 
Variété R de bovine Vallée. (Planche V1, fig. © et 10 et 
planche IX, fig. 20 et 21.) — La variété R de bovine Vallée 
pousse plus vite sur les milieux solides et liquides glycérinés 
que la variété S. Les colonies R présentent une plus grande 
variélé de formes que les colonies 8. En général, les colonies R 
sont larges, trés séches, cireuses, friables et de contours trés 
irréguliers; elles ont tendance a s’écarter du milieu et au 
centre de lamas en chou-fleur une coloration jaune apparait 
avec le vieillissement de la culture (pl. VI, fig. 6, 7 et 9). 
Sii’on touche la colonie R avec un fil de platine, la masse des 
bacilles n’adhére pas au fil, mais la colonie se désagrege en 
nombreux débris friables. La variété R ne pousse pas de facon 


perceptible sur bouillon de beeuf gélosé ordinaire, sans glycé-. 


rine. On ne remarque pas davanlage de croissance sur milieux 
solides ou liquides laissés & la température du laboratoire. 
Dans le milieu de Sauton et le bouillon glycériné (nH = 7,4) 
lévolution diphasique ne se produit pas. La croissance ne se 
manifeste qu’a la surface du milieu, oi de nombreux ilols cra- 
guelés et hérissés finissent par ¢étre entourés par un voile 
délicat qui améne peu a peu leur coalescence. Aprés trois a 
quatre semaines 4 37°5, le voile couvre toute la surface en une 
masse épaisse, crevassée et séche qui tend a grimper le long 
des parois du ballon (pl. IX, fig. 20 et 21). En milieu de Sauton 
ou en bouillon glycériné, le pH oscille entre 7,0 et 7,6 jusqu'a 
la dixiéme semaine et la lecture finale reste toujours au-dessus 
de 7,0 (graphique II). Sur bouillon ordinaire sans glycérine, il 
ne se produit aucune croissance apparente. 

Les limites de concentration du pHl pour la croissance de la 
variété R en milieu de Sauton tamponné vont de 3,5 a 8,5. La 
croissance optimum se fait entre pH —7,0 et 8,0 ot l’on obtient 
1 gr. 481, 1 gr. 364 de bacilles séchés par 150 cent. cubes de 
milieu de Sauton, aprés huit semaines. Les limites de pH pour 
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la variété R sont plus restreintes que pour la variété S (pH = 4,0 
a 9,0). Ilapparait également que la variété R préfere l’alcalinité 
pour sa croissance optimum, tandis que S préfére l’acidité (ta- 
bleau V). En anaérobiose stricte, aucune croissance n’a lieu. 

La décomposition des glucides par la variété R est identique 


SEMAINES 
ONE ISSN. et 


SEMAINES 


Grapuigue II. — A gauche : Bovine Vallée R,, et S,, sur le milieu de Sauton. 
A droite: BCG R,, et S,;. Lecture hebdomadaire du pH. 


a celle de la variété S. La croissance est stimulée par la glycé-. 
rine Jusqu’a 7 p. 100 de concentration. Avec 10 p. 100 elle est 
entravée. 

La variété R de bovine Vallée est tuée a 60° en quinze 
minutes et & 55° en trente minutes. Ainsi la variété R est plus 
sensible 4 la chaleur que la variété S (tableau VII). 

Les essais d’électrophorése montrent que la mobilité de la 
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variété R varie avec lage de la culture et qu'elle atteint son 
maximum durant la troisitme semaine. Exprimée en p par 
seconde par volt-centimétre elle est 0,8, 0,8, 1,0 et 0,55 res- 
peclivement pour les cullures dgées de une, deux, trois et 
quatre semaines. II existe done une différence sensible dans la 
mobilité électrophorétique entre les variétés R et S de la méme 
souche bovine Vallée (tableau VIII). 

Une différence analogue existe pour l’agglutination acide, la 
variétéR étant agglutinée dans lasolutionlamponnée ApH = 4.0, 
tandis que la variété S est agglutinée & pH = 2,8 (tableau IX). 

La variété R de bovine Vallée s’‘émulsionne trés difficile- 
ment. L’addition de quelques gouttes de bile de boeuf & l’eau 
physiologique facilite |’émulsion produite par agitation avec 
des billes de verre. Les frottis montrent une distribution gra- 
nuleuse des bacilles et ces derniers adhérent mal a la lame. 
L’examen d’une culture sur milieu de Loewenslein, agée de 
quatre semaines, révéle des batonnets fortement acido-résis- 
tants, Gram positifs, de forme longue et mince et pour la 
plupart droits et granuleux. De nombreux bacilles massués se 
trouvent tant dans les cullures jeunes que dans les cultures 
plus agées (pl. VI, fig. 8). Des formes ramifiées n’ont pas été 
observées. Les bacilles isolés mesurent de 0,6 pa 8,5 » en lon- 
gueur et 0,3 a 0,6 » en largeur. Les dimensions moyennes de 
1,000 bacilles sont 3,2 ». de long et 0,3 » de large (tableau II). 
En dix minutes, avec une solution de 20 p. 100 d’acide sulfu- 
rique, on n’obtient pas de décoloration appréciable. 

La différence morphologique entre les bitonnets courts et 
épais de la variété S et les batonnets longs et minces de la 
variété R est assez frappante & premiére vue pour qu’on puisse 
distinguer ces deux variétés. A un examen plus minutieux cepen- 
dant, de nombreuses formes de R ne se distinguent pas des 
formes S et un diagnostic par la seule méthode des frottis 
semble impossible. 

La variété R bovine Vallée sur milieu de Lowenstein, 
pomme de terre glycérinée ou milieu de Sauton a été remar- 
quablement stable déns la plupart des cas. Durant vingt-neuf 
repiquages bimensuels sur ces milieux, elle a gardé la pureté 
de ses caracléres. Laissée & la température du laboratoire et a la 
lumiére pendant trois & douze mois, dans 150 cent. cubes de 
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milieu de Sauton aprés une incubation initiale de trois a 
quatre semaines 4 37°5, elle s’est dissociée spontanément dans 
14 cas en colonies S. Ces colonies S se signalaient par leur 
couleur d’un blanc laiteux en contraste avec la pigmentation 
ocre-jaune de la variété R sur laquelle elles se superposaient. 
Transplantées sur milieu de Lewenstein, pomme de terre gly- 
cérinée ou milieu de Sauton, elles sont restées stables. En 
milieu de Sauton, elles ont donné la méme courbe de pH acide 
typique que la variété S des bacilles tuberculeux des mammi- 
feres. De méme, elles ont perdu rapidement leur virulence sur 
les milieux artificiels aprés le second repiquage. L’ensemence- 
ment de cultures R dans le milieu de Sauton additionné de 10 & 
20 p. 100 de sérum de lapin anti-R, de bacilles R tués par la 
chaleur, de filtrats de cultures R ou de morceaux de reins, de 
foie ou de rate de lapins ou de cobayes immunisés au moyen 
de cultures R tuées par la chaleur, n’a pas fourni plus de colo- 
nies Ch ou S dissociées que les flacons témoins auxquels avaient 
été ajoutés le sérum ou les organes de lapins normaux. Jn vivo 
nous avons réguliérement isolé des colonies S et Ch par cul- 
tures de tissus d’animaux morts ou tués aprés injection de la 
variété R. Cette dissociation spontanée de R en S et Ch se 
rencontre méme plus fréquemment in vivo qu’in vitro. La 
dissociation d’une variété en une autre apparait donc comme 
un processus réversible. 

Variété Ch de bovine Vallée. (Planche VI, fig. 9.) — Les 
caractéres morphologiques, culturaux et physiques de la variété 
Ch de bovine Vallée Ra pigmentation ocre-jaune ressemblent 
& tel point & ceux de la variété Ch d’Aviaire Ninni, qu'il est 
inutile de les exposer 4 nouveau. La seule dilférence réside 
dans la courbe du pH qui est comparable 4 celle de la variété S 
de la méme souche bovine Vallée. Aprés dix semaines 4 37°5, 
le pH du milieu de Sauton est de 4,6. 

Les bacilles mesurent de 0,4 » & 6,3» de long et de 0,2 2a 
0,6 » de large. Les dimensions moyennes de 1.000 bacilles sont 
de 2,7 ». de longueur et de 0,4 » de largeur, donc approxima- 
tivement les mémes que celles de la variélé S et, de facon géné- 
rale, plus petites que celles de la variélé R (tableau 2). Environ 
20 p. 100 des bacilles Ch sont complétement décolorés en dix 
minutes par une solution d’acide sulfurique & 20 p. 100. Nous 
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n’ayons pu observer aucune dissociation spontanée de la 
variélé Ch en Ret S, ni in vitro, ni in vivo. 


Propriktés PATHOGENES pes variktés R, S er Ca bE BOVINE 
Vattte. — Nous étudierons en détail, par ailleurs, les pro- 
priétés pathogénes des variétés R, S et Ch. En résumé, la 
variété R est trés virulente pour le cobaye et le lapin et produit 
une tuberculose miliaire généralisée avec indice mono- 
cytes-lymphocytes et vilesse de sédimentation augmenlés. 
La variété S est relativement avirulente pour le cobaye et le 
lapin, sauf pour les premiers réensemencements sur les milieux 
artificiels aprés dissociation de la culture totale virulente. Sur 
les milieux artificiels, cette virulence iniliale se perd rapide- 
ment, en général déja au deuxiéme passage. Chez le lapin et le 
cobaye l’inoculation de 10 milligrammes, par voie sous-cutanée, 
provoque des lésions caséo-nécrotiques localisées, qui ne 
s’étendent qu’aux ganglions lymphatiques adjacents. Ces lésions 
guérissent complétement par ulcération et cicatrisation, ou 
parfois, par calcilication. L’inoculation intraveineuse au cobaye 
et au lapin de 10 milligrammes d'une culture de premier ou 
de second passage provoque fréquemment une tuberculose 
miliaire fatale des poumons et du foie qui s’étend rarement a 
la rate et aux reins chez le lapin. La mort est provoquée le 
plus souvent par la bacillémie du type Yersin qui cause de 
Vhépatite, de l’hyperplasie de la rate, des ganglions lympha- 
tiques et de la moelle osseuse et également une congestion cedé- 
maleuse des poumons, avec pullulation de bacilles dans tous 
les organes. Des doses moindres (0 milligr.01 41 milligramme), 
inoculées par la méme voie, sont bien tolérées et l’animal 
guérit, bien que les bacilles restent vivants jusqu’é prés de 
deux ans; ils ne provoyuent en aucun cas de tuberculose organisée 
et granuleuse du type Villemin. L‘inoculation intraveineuse et 
intrapéritonéale chez le lapin et le cobaye est nécessaire pour 
provoquer une luberculose généralisée ou du type Yersin, non 
fulliculaire. La variété Ch e<t relativement avirulente pour les 
animaux d’expériences. De fories doses inoculées par voie vei- 
neuse provoquent les mémes manifeslations toxiques que 
celles décrites pour la variété S, mais moins prononcées. 
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LEGENDES DES PLANCHES 


PLANCHE I 


Variétés de colonies dissociées d’Aviaire Ninni de Mycobacterium tuberculosis 
Fie. 14. — Variété S, milieu Loewenstein, vingt jours & 6. 


Fic. 2. — Variété Ch, milieu Loewenstein, vingt jours X 2. 

Fic. 3. — Frotlis de fig. 1. Ziehl-Neelsen. x 900. 

Fic. 4. — Variété S étalée ; milieu Loewenstein, vingt-huit jours x 3. 

Fie. 5. — Variété S hémisphérique et étalée, milieu Lewenstein, quarante- 
cing jours X 2. 

PLANCHE II 

Variéltés de colonies dissociées d’Aviaire Ninni de Mycobacterium tuberculosis. 

Fic. 6. — Variété S, centre concave, pomme de terre glycérinée, vingt 
jours X 15. 

Fic. 7. — Variété S, enroulée et centre concave, pomme de terre glycé- 


rinée, vingt jours X 40. 

Fie. 8. — Méme que fig. 7, trente jours. Nouvelle poussée de colonies S 
hémisphériques x 10. 

Fic. 9. — Variétés S hémisphériques et s’étendant a plat, milieu Loewenstein, 
quarante jours X 4. 

Fie. 10. — Variété S, pomme de terre glycérinée, vingt jours x 3. 

Fie, 144. — Variété S, pomme de terre glycérinée et biliée, vingt jours xX 3. 


PLANCHE I}I 


Variétés de colonies dissociées d’ Aviaire Ninni de Mycobacterium tuberculosis. 


Fic. 42. — Variété R avec 2 colonies S, milieu Loewenstein, vingt jours xX 2. 
Fie. 143. — Variété R, milieu Loewenstein, vingt-six jours X 3. 
Fig. 44. — Variété R, base étalée, milieu Loewenstein, soixante jours x 2. 


Fie. 145. — Frottis de fig. 11, Ziehl-Neelsen. x 900. 
Fie. 146. — Variété R, pomme de terre glycérinée, vingt jours < 3. 
Fic. 17. — Variété R, pomme de terre glycérinée et biliée, vingt jours & 3. 


PLANCHE IV 
Variétés de colonies dissociées de Bovine Vallée de Mycobacterium tuberculosis. 


Fic. 14, — Variété S, milieu Loewenstein, vingt jours X 3. 

Fic. 2. — Variété S, 1 colonie hémisphérique et 2 colonies étalées, milieu 
Loewenstein, soixante jours xX 3. 

Fic. 3. — Frolttis de fig. 1, Ziehl-Neelsen x 900. 

Fic. 4. — Variété S, pomme de terre glycérinée, vingt jours x 3. 

Fic. 5. — Colonie S avec culture superposée de colonies S hémisphériques, 
milieu Loewenstein, soixante jours X 6. 


PLANCHE V 
Variétés de colonies dissociées d’Aviaire Ninni de Mycobacterium tuberculosis. 


Fic. 11. — A gauche : Croissance diffuse, variété S, milieu Sauton, douze 
jours. Au milieu : Variété S, milieu Sauton, trente jours. A noter le 
voile plat et crémeux avec croissance au fond et milieu clair. A 
droite : Variété R, milieu Sauton, trente jours, A noter le voile sec 
et trés crevassé, absence de croissance au fond. 
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PLANCHE VI 


Variétés de colonies dissociées de Bovine Vallée 
de Mycobacterium tuberculosis. 


Fic. 6. — Variété R, milieu Loewenstein, quarante-cing jours X 2. A noter, 
base étalée. 

Fic. 7. — Variété R, milieu Lowenstein, soixante jours x 3. A noter, 
1 colonie S a gauche. 

Fic. 8. — Frottis de fig. 6. A noter, bacilles granuleux en forme de massue, 
Ziehl-Neelsen X 900. 

Fic. 9. — Variété R, milieu Loewenstein, soixante-cing jours X 3. A noter, 


3 colonies Ch a droite. 
Fic. 10. — Variété R, pomme de terre glycérinée, vingt jours X 3. 


PLANCHE VII 


Variélés de colonies dissociées de Bovine Vallée 
de Mycobacterium tuberculosis. 


Fic. 44 A 16. — Colonies de variétés S, d’une culture de foie et de la rate, 
poule n° 131, inoculée 4 milligramme par voie veineuse de Bovine 


Vallée S,, et tuée sept mois aprés. Milieu Loewenstein, soixante 
jours X 3. 


PLANCHE VIII 


Variélés de colonies dissociées de Bovine Vallée 
de Mycobacterium tuberculosis, 


Fic. 17. — Dissociation spontanée de Bovine Vallée S,, en variété R en 
milieu de Sauton laissé au laboratoire pendant trois mois aprés 
incubation préalable de quatre semaines 4 3795. A noter, plaque de 
culture R surélevée et crevassée, a gauche, dans le voile S plat et 
crémeux. . 

Fic. 48. -— Repiquage ultérieur du voile S (fig. 17), milieu Loewenstein, 
soixante jours X< 3. A noter, formation typique S enroulée. 

Fic. 19. — Repiquage de la plaque R (fig. 17), milieu Loewenstein, soixante 
jours x 3. A noter, périphérie irréguliere typique R. 


PLANCHE IX 


Variétés de colonies dissociées de Bovine Vallée 
de Mycobacterium tuberculosis. 


Fic. 20. — A gauche: Croissance diffuse de variélé S, milieu Sauton, douze 
jours. Anoter, absence de voile et développement au fond et sur les | 
parois. Au milieu: Variété 5, milieu Sauton, trente jours. A noter 
voile, abondante croissance au fond et milieu clair. A droite: Variété R, . 
milieu Sauton, trente jours. A noter, voile épais et crevassé. | 

Fic, 24. — Vu den haut. A gauche: Variété S. A noter, voile plat et lisse. A 


{ 
droite : Variété R. A noter, voile surélevé et crevassé (fig. 20 milieu | 
et droite). : 

| 


ETUDES CHIMIQUES SUR LE BACILLE TUBERCULEUX 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


EXTRACTION FRACTIONNEE DES DIVERSES SUBSTANCES 
LIPOIDIQUES DE BACILLES FRAIS ET NON CHAUFFES 


par M. MACHEBOEUF, J. DIERYCK et R. STOOP. 


Dans un travail rapporté récemment (1) par deux d’entre 
nous (en collaboration avec G. Lévy et N. Fethké), il a été 
effectué un ensemble d’essais préliminaires sur des bacilles 
tués par la chaleur. Ces essais ont permis d’extraire et d’étu- 
dier divers principes immédiats lipidiques qui ont pu étre 
isolés a des états de pureté parfois assez avancés. Ces jalons 
étant posés, nous avons poursuivi nos recherches sur des 
bacilles virulents, frais, et encore vivants au moment méme 
ou nous les avons traités par les solvants des lipides. Nous 
avons effectué tous nos essais 4 l’abri de lair et & froid. Nous 
avons cherché tout d’abord une méthode de lixiviation des 
bacilles par divers solvants nous permettant d’obtenir quanti- 
tativement les diverses substances lipidiques sans les déna- 
turer et sans les laisser s’oxyder. Nous avons poursuivi ces 
essais Jusqu’a |’établissement d’une méthode nous permettant 
d’extraire directement des fractions parfaitement différenciées 
et contenant chacune une seule des principales substances qui 
nous intéressaient. 

Nous avions, dans le travail préliminaire, constaté que toutes 
les fractions hapténes étaient riches en phosphore. 

Nous avons done cherché & extraire : 1° une ou des fractions 
ne contenant pas de substance phosphorée, ni de substance 
acidorésistante, ni de substance 4 pouvoir hapténe; 2° une ou 
des fractions contenant la totalilé des substances phosphorées 
et des substances capables de dévier l’alexine en présence de 


(1) M. Macuesonur, G. Livy et Feraxé, avec la collaboration de J. Dreryck 
et A. Bonneror. Annales de UInstitut Pasteur, 52, 1934, p. 277 a 308, et Bull. 
Soc. Chim, Biol., 16, 1934, p. 355. 
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sérums d’animaux tuberculeux (hapténes), et le moins possible 
d’autres substances lipidiques. 

C'est donc sur deux caractéres primordiaux que nous avons 
basé le choix des solvants et des conditions d’extraction pour 
chacune des séries d’épuisements effectués. Ces caractéres 
étaient : 

a) Teneur en phosphore des substances extraites ; 

4) Pouvoir hapténe des substances extraites, vis-a-vis des 
anticorps des sérums de tuberculeux. 

Nous avons soumis des bacilles & une longue série d’essais 
d’épuisements par de nombreux solvants et dans des conditions 
de température variées. Comme nous allons le voir, ces essais 
nous ont conduits a |’établissement d’une méthode d’épui- 
sement des bacilles nous permettant d’obtenir directement et 
a froid, par simple dissolution dans des appareils a lixiviation 
continue : 

1° Une abondante fraction I ne contenant pas (race de phos- 
phore, ne présentant aucune « acido-résistance » et ne possé- 
dant aucun pouvoir hapténe sensible; 

2° Une fraction Il ne contenant pas non plus trace de 
phosphore, ni de pouvoir hapténe sensible, ni d’ « acido- 
résistance »; 

3° Une fraction III, tres riche en phosphore, sans acido-ré- 
sistance, et possédant un intense pouvoir hapténe dans la 
réaction de déviation de l’alexine en présence de sérums d'ani- 
maux tuberculeux; 

4° Dans les corps bacillaires aprés les extractions successives 
des fractions I, IL et III restent encore des substances lipoidiques 
ne possédant qu’un pouvoir hapténe trés faible ou nul, mais dont 
certaines sont acido- et alcoolo-résistantes dans la réaction de 
Ziehl-Nielsen. Toutes ces substances résiduelles peuvent étre 
extraites, comme nous le verrons plus loin, par des solvants 
neutres chauds; elles constitueront les fractions IV, V et VI. 

Tous les épuisements conduisant & l’obtention des fractions I, 
II et III se font dans le vide et & une température au plus égale 
a +- 15° et les solvants utilisés sont des solvants organiques 
neutres; nous espérons ainsi avoir extrait ces fractions sans 
aucune oxydation et sans aucune dénaturation des principes 
immédiats. 
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Les fractions I, If et III sont des mélanges, mais ce sont des 
mélanges dans lesquels ne se rencontre toujours que l’un 
des groupes de substances qui nous intéressent. A savoir : 

Dans I’: des lipides non phosphorés, non acido-résistants et 
non haplénes. 

Dans IT: @autres substances d’aspect cireux non phospho- 
rées et sans pouvoir hapténe. 

Dans IiI : les substances phosphorées et. parmi elles les 
substances a caractére hapteéne. 

Une telle méthode d’épuisements fractionnés des bacilles 
présente l'avantage de faciliter grandement le travail ultérieur 
de purification et d’isolement des divers principes immédiats. 
Dans le travail préliminaire cité ci-dessus (1), nous avions en 
effet rencontré de grandes difficultés lorsque nous avions voulu 
éliminer les petites quantités de substances acido-résistantes 
qui accompagnaient dans une fraclion les substances phospho- 
rées & caractére haplténe. 


EssalS PRELIMINATRES. 


Une premiére série d’essais préliminaires a mis en évidence 
un fait intéressant; les solvants les plus spécifiques d'une 
fraction donnée extraient toujours un peu des autres fractions 
si la température du solvant n’est pas suffisamment basse. 
L’acétone, par exemple, extrait de petites quantités de phos- 
phore si sa température est supérieure & + 20°. Au-dessous 
de cette température, et surtout au-dessous de + 15°, la lixi- 
vialion continue des bacilles par l’acétone peut étre poursuivie 
pendant des semaines sans qu'une trace de phosphore soit 
décelable dans les substances extraites. De méme, les subs- 
tances acido-résistantes sont extraites lentement si l’acétone est 
tiéde, elles restent au contraire quantitativement dans les 
corps bacillaires si le solvant est & une température inférieure 
a + 20°. 

Ces constatations nous ont amenés & étudier tout d’abord 
un appareil permettant la lixiviation continue dans le vide 
avec des solvants refroidis. Aprés divers essais, l’un de nous 
avec la collaboration de N. Fethké est parvenu 4 construire 
un appareil donnant entiére satisfaction; cel appareil ful 
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décrit dans le Bulletin de la Société de Chimie Biologique (A) ; 
pous ne le décrirons pas ici. Disons simplement qu’il nous a 
permis de soumettre de grandes masses de bacilles (plus de 
{ kilogramme a la fois) & I’épuisement continu par les divers 
solyants volatils que nous avons utilisés, sans que jamais la 
température du solvant en contact avec les bacilles s’éléve au- 
dessus de + 15°. 

Nous ne décrirons pas en détail tous les nombreux essais 
que nous avons effectués avec de nombreux solvants ; nous 
résumerons simplement ceux de ces essais qui nous ont 
mis sur la voie de la méthode définitive que nous décrirons 
ensuite. 


CULTURE, RECOLTE ET LAVAGE DES BACILLES TUBERCULEUX. 


Nos essais ont porté sur une souche trés virulente de 
bacilles dite « Bovine Vallée ». Les bacilles furent cul- 
tivés & + 38° sur milieu synthétique liquide de Sauton (2) 
en ballons de 250 cent. cubes contenant chacun 125 cent. cubes 
de liquide. 

Aprés vingt-huit jours de culture, le contenu des ballons est 
versé dans de grands filtres en papier Chardin qui retiennent 
assez bien les bacilles. Les bacilles sont ensuite layés sur les 
filtres mémes au moyen d’eau distillée jusqu’a ce que le filtrat 
ne contienne plus trace de glycérol. Il est évident que ces opé- 
rations de filtrage et de lavage des bacilles doivent étre effec- 
tuées avec une technique parfaite et de grandes précautions ; 
car il est assez dangereux de manipuler ainsi des bacilles 
vivants et virulents en quantilé pouvant atteindre 5 kilo- 
grammes pour une seule récolte. Les précautions & prendre 
sont nombreuses, pour éviter toute dissémination des bacilles. 

Lorsque les bacilles sont bien lavés et égouttés, les enton- 
noirs contenant les filtres et les bacilles sont placés au-dessus 
de grands entonnoirs de Biichner, et l’on perce les filtres, puis, 


(1) M. Macuesozur et N. Fetus. Bull. Soc. Chim. Biol., 16, 1934, p. 229. 

(2) Conslilution du milieu de Sauton : Asparagine, 4 grammes; acide 
citrique, 2 grammes; phosphate bipotassique, 0 gr. 5; sulfate de magné- 
sium, 0 gr. 5; citrate de fer ammoniacal, 0 gr. 05; glycérine, 48 c. e. 3; eau 
distillée, quantité pour amener le volume a 4 litre. Le pH est ajusté A 7,3 
avant la slérilisation qui le fait baisser vers 7,2. 
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au moyen d’un peu d'eau distillée, on fait tomber tous les 
bacilles dans les Biichner ow ils sont essorés aussi bien que 
possible. Les bacilles essorés sont transvasés dans des flacons 
contenant de l’acétone et de l’azote (1). On met & peu prés 
3 litres d’acétone par kilogramme de bacilles ; on bouche les 
flacons, on agite, puis on laisse en contact en agitant de temps 
a autre, dans un endroit obscur et frais (< 18°). 

_Aprés cing jours, l’ensemble est filtré sur papier Chardin 
dans de grands entonnoirs de Biichner. Les bacilles sont morts, 
tués par l’acétone; il n’est plus nécessaire de prendre des pré- 
cautions comparables & celles prises lors de la récolte et des 
lavages. : 

Les bacilles sont mis encore une fois & macérer dans les 
mémes condilions, dans de l’acétone, pendant cing jours, puis 
on les recueille par filtration et on les place dans les cartouches 
filtrantes des appareils & lixiviation continue. Dans les ballons 
des appareils, on place de l’acétone anhydre et sans alcool, 
puis on fait le vide et la lixiviation est poursuivie automati- 
quement pendant vingt-cing journées consécutives (2). 

Aprés ce temps, les ballons des appareils sont enlevés et rem- 
placés par d’autres contenant un autre solvant, comme nous 
le verrons plus loin. 

Nous avons en effet constaté que l’extraclion de la fraction I 
est terminée aprés ce temps. 


CARACTERE DE LA FRACTION I WXTRAITE PAR L ACETONE. 


Toutes les solutions acétoniques sont rassemblées, évaporées 
a basse température, sous vide, jusqu’a ce qu'il ne reste plus 
gu’un volume correspondant a 1/2 litre environ par kilogramme 
de bacilles. Dans ces conditions, le résidu d’évaporation est de 
Veau que les deux premiers lavages 4 l’acétone avaient enlevée 
aux bacilles. Sur l’eau flotte la majeure partie des lipides, une 
partie est en émulsion. On verse le tout dans de grands enton- 
noirs & décantation, puis on ajoute de l’éther. L’éther s’empare 


(4) Cette derniére manipulation est effectuée dans des caisses vitrées 
étanches munies de manches caoutchoutées qui livrent passage aux bras de 
Yopérateur; on évite ainsi la dissémination des bacilles. 

(2) Pendant chaque journée, le liquide en contact avec les hacilles se 
renouvelle automatiquement une quinzaine de fois par siphonnage. 
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des lipides, l'eau s’empare des substances non lipidiques (1) et, 
apres un certain temps de repos, on peut séparer les deux 
phases bien limpides. La solution éthérée est filtrée sur filtre 
de verre poreux & pores trés fins et finalement évaporée par 
distillation dans le vide (2). Le résidu est desséché jusqu’a poids 
constant dans le vide en présence d’anhydride phosphorique, 
puis il est repris par de l’éther anhydre, la solution est filtrée 
puis évaporée, on obtient ainsi la fraction I. 


ASPECT ET CARACTERE DE LA FRACTION I. 


La fraction I est une masse blanche a peine teintée de creme, 
de consistance pas trés dure, confusément cristalline. 

Cette fraction représente 17,2 p. 100 de la substance séche 
des bacilles. 

La teneur en phosphore est rigoureusement nulle, |’ « acido- 
résistance » est également nulle et les émulsions aqueuses de 
cette fraction ne dévient pas l’alexine en présence de sérums 
d’animaux tuberculeux ou préparés par injection de corps 
bacillaires ; la fraction ne posséde donc pas de pouvoir « hap- 
téne ». 

La fraction I, par saponification alcaline, donne une forte 
proportion d’acides gras, et une assez notable quantité d’un 
insaponifiable blane solide, éthérosoluble, un peu de glycérol 
et d’autres substances hydrosolubles inconnues qui ne sont pas 
des sucres. Cette premiére fraction répond absolument & nos 
désirs, son extraction quantitative a laissé dans les corps bacil- 
laires tout le phosphore lipidique (3), toutes les substances 
acido-résistantes, toutes les substances hapténes. Ces diverses 
substances seront extraites successivement dans les fractions 


(1) La phase aqueuse contient d’assez notables quantités de substances 
non lipidiques qui représentent 4 peu prés 3 p. 100 des bacilles secs. Ces 
substances sont en partie glucidiques; l’acétone enléve donc au total aux 
bacilles secs 20,2 p. 100 de leur substance. 

(2) Les appareils ne comportaient aucun bouchon de liége ou de caout- 
chouc, mais des rodages non graissés, rendus étanches par immersion dans 
du mercure. Nous espérons ainsi n’ayoir pas souillé ni oxydé les substances 
extraites. 

(3) Dans lVacétone hydraté provenant du premier traitement des bacilles 
vivants par l’acétone, il se trouve des traces de phosphore, mais l’acétone 


anhydre mis en contact ensuite avec les bacilles n’extrait plus du tout de 
phosphore. 
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ultérieures. Comme l’acétone nous a donné salisfaction pour le 
traitement direct des bacilles vivants, c’est sur des bacilles 
épuisés par l’acétone qu’a porté la suite de notre étude. 


Etude des corps hacillaires déja épuisés par l’acétone. 


Nous avons tout d’abord cherché a connaitre la proportion 
des lipides totaux encore présents dans les corps bacillaires 
aprés leur épuisement par l’acétone. Pour cela, nous en avons 
soumis un certain poids a l’extraction par une série de solvants 
énergiques et chauds (acétone chaud, alcool chaud, benzéne 
chaud, chloroforme chaud), dans un appareil de Kumagawa. 
Nous avons ainsi extrait tout ce qu'il était possible d’extraire 
comme substances a caractéres lipoidiques, nous avons repris 
aprés dessiccation les substances extraites par du chloroforme, 
puis par du benzéne et de |’éther de pétrole pour dissoudre tout 
ce qui était lipoidique et éliminer par filtration ou par lavages 
a l’eau ce qui ne |’était pas. Nous avons ainsi constaté que les 
corps bacillaires déji épuisés par l’acétone contenaient encore 
11,80 p. 100 de substances & caractéres de solubilité les rappro- 
chant des lipides (1). Ceci nous permettait au cours du travail 
ullérieur de nous rendre compte du rendement de chacun de 
nos essais d’extraction. 


RECHERCHE DUN SOLVANT CONVENABLE 
POUR EPUISER LES BACILLES D&JA EPUISES PaR L ACETONE. 


Nous savions déja par le travail préliminaire publié dans la 
présente revue (doc. czt., n° 1) quels étaient & peu prés les prin- 
cipaux caractéres de solubilité des divers principes immédiats 
que nous cherchions 4 extraire. Ces caractéres de solubilité 
nous ont incités 4 étudier tout d’abord l’épuisement des bacilles 
par l’alcool froid, l’éther froid, l’acétone tiéde, Valcool tiéde, 
Valcool bouillant et l’acétone bouillant. 

Chacun de ces essais fut effectué sur un échantillon de 
5 grammes de corps bacillaires pesés aprés épuisement par 


(1) Les bacilles contiennent donc en tout 26,6 p. 100 de substances lipoi- 
diques par rapport a la substance séche. 
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Vacétone froid et dessiccation dans le vide, & froid. Comme 
l’'acétone froid avait déja enlevé une quantité correspondant a 
20,2 p. 100 de la matiére séche des bacilles (fraction I +- sub- 
stances hydrosolubles), les échantillons de 5 grammes ulilisés 
ici correspondaient a 6 gr. 265 de substances séches de bacilles 
tuberculeux. Les 5 grammes soumis aux essais contenaient 
encore 0 gr. 590 de substances extractibles & caractéres lipoi- 
diques. 

Les résultats des principaux de nos essais d épuisement par 
divers solvants sont rassemblés dans le tableau I. 


Tasceau I. 


SOLVANT UTILISE 
pour l'épuisement 
TEMPERATURE 
du solvant 
APPAREIL 
ayant servi 
a l’épuisement 
POIDS 
des substances 
extraites 
en grammes 
des subslances 
extrailes 
des subslances 
extraites 
ACIDO- RESISTANCE 
des substances 
extrailes 


POUVOIR HAPTENE 


Acélone . .|Bouillant.| Kumagawa. Traces (4).| Faible. | ++-++ 
Acétone. .| Tiéde Soxhlet. Traces infimes..} Tres faible. +4 
(30-40°). 


Alcool 96° .|Bouillant.| Kumagawa. 0,74 p.100.| Fort. | ++-+-++ 

Alcool 96° .| Froid | Macheboeuf- 1,10 p.100.]. Assez fort. a 
(18°). Fethké. 

ISU CTE a Froid | Machebceuf- Néant. Néant. | Néant. 
(15°). Fethké. 


(1) L’acétone chaud extrait des substances de deux ordres ; 1° Une substance inso- 
luble a froid,non phosphorée et acido-résistante ; 2° Une substance soluble a froid, conte- 
nant un peu de phosphore (0,2 p. 100 environ). Sil’on poursuit pendant plus d'un jour le 
traitement par l’acétone, on constate que Jes quantilés extrailes aprés le premier jour 
sont trés minimes, mais ont des teneurs en phosphore croissantes (jusqu’a 0,9 p. 100). 


Ceci nous montre que l’acélone chaud ne convient pas, car 
il extrait & la fois des substances phosphorées et des substances 
acido-résistantes qu’il est ensuite difficile de séparer. L’alcool 
douillant est aussi un mauvais solvant qui extrait un mélange 
trés complexe; l’alcool bouillant est d’ailleurs & rejeter par le 
fait méme qu’a température élevée, l’alcool peut provoquer des 
alcoolyses capables de dénaturer diverses substances, et c’est 
seulement & titre comparatif que nous |’avons essayé. L’alcool 
froid ne convient pas non plus, car il extrait un mélange de 
substances phosphorées et d’autres substances. 

A notre grande surprise, |’éther n’extrait pas de substance 
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phosphorée, mais d’abondantes substances non phosphorées. 
Bien plus, |’éther laisse quantitativement dans les bacilles les 
substances hapténes et les substances acido-résistantes. 

L’éther a done répondu & tous nos désirs. 

Nous n’avons 'pas cherché d’autres solvants pour obtenir la 
fraction II, Péther nous donnait un résullat vraiment supérieur 
a toute attente. Ce fait est d’ailleurs surprenant et montre com- 
bien particuliére est !a constitulion du bacille tuberculeux qui 
ne livre aucune de ses substances phosphorées, lorsqu’on 
Yépuise par l'‘acétone d'abord, puis par l’éther ensuite: les phos- 
phatides du bacille de Koch sont donc, s’il en existe, ou bien 
insolubles dans l’éther, ou bien liés a d'autres substances qui 
les retiennent dans le protoplasme en présence d'éther, méme 
aprés déshydratation totale et délipidation partielle au moyen 
d'acétone froid. 

Notons que si l'on fait agir de l’alcool méme froid (ou de l’acé- 
tone chaud) sur les bacilles, |’éther devient ensuite capable d’ex- 
traire des substances phosphorées; il semble que l’alcool dénature 
certains complexes et libére ainsi des lipides phosphorés. 

Bien plus, si les bacilles ne sont pas traités aussit6t aprés 
leur récolte, mais par exemple aprés un séjour de trois jours & 
la glaciére, dans de leau, lacétone et |’éther deviennent 
capables d’extraire des substances phosphorées en petite quan- 
tité. Ceci montre combien labiles sont les complexes qui 
reliennent les graisses phosphorées dans les corps bacillaires 


Etude des corps bacillaires 
préalablement épuisés par l’acétone froid, 
puis par |’éther froid. 

Nous avons jusquici montré que l’acétone froid enléve 
aux bacilles des substances lipidiques en quantité correspon- 
dant & 17,2 p. 100 de la matiére séche des bacilles. Les subs- 
tances ainsi extraites par l’acétone ne contiennent ni phos- 
phore, ni substance acido-résistante, ni substance capable de 
dévier l’alexine en présence de sérums tuberculeux. 

_ Nous avons ensuile montré que |’éther froid enléve aux corps 
bacillaires déji épuisés par l’acétone des substances en quan- 
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tité correspondant & 2,2 p. 100 de la matiére seche des bacilles. 
Les substances extraites par léther ne sont pas phosphorées, 
ne dévient pas l’alexine en présence de sérums tuberculeux, 
et ne sont pas acido-résislantes. 

Les corps bacillaires déja épuisés successivement par l’acé- 
tone et l’éther contiennent encore en abondance des substances 
extractibles présentant des caractéres lipoidiques. Ces subs- 
tances sont encore en quantilé correspondant a 27,1 p. 100 
de la totalité des lipides des bacilles. 

Parmi les substances restant encore dans les corps bacil- 
laires se trouvent entre autres : 1° les substances acido-résis- 
lantes et 2° les substances qui présentent la propriété de fixer 
l'alexine en présence de sérums de tuberculeux; nous avons 
cherché a extraire ces derniéres sans les dénaturer. Nous avons 
essayé pour cela de nombreux solvants; nous ne décrirons pas 
ici tous ces essais fastidieux, car seuls l’alcool éthylique et sur- 
tout laleool méthylique nous ont donné des résultats conve- 
nables. L’alcool méthylique s’est méme révélé un solvant par- 
faitement adapté a nos buts. A froid (moins de 18°) et dans le 
vide, Valcool méthylique, dans l'appareil de Machebceuf et 
Fethké, extrait lentement d’assez abondantes quantités de sub- 
stances riches en phosphore et présentant & un degré trés 
élevé la propriété de fixer lalexine en présence de sérums 
danimaux tuberculeux. Les substances ainsi extraites repré- 
sentent 2,05 p. 100 de la substance séche totale des bacilles, 
soit 7,77 p. 100 des substances lipidiques totales du bacille (1). 
Ce simple résultat nous a déja paru intéressant, car le pouvoir 
hapténe de la fraction méthylique brute est déj& énorme, mais 
nous avons pu constater que la fraction méthylique n’est 
cependant qu'un mélange, et nous sommes parvenus & en 
séparer certaines substances dépourvues de pouvoir hapléne, si 


(1) L’alcool méthylique extrait en outre de trés abondantes substances non 
lipidiques représentant environ 4 p. 100 de la matiére séche des bacilles. Ces 
substances sont surtout de nature glucidique et elles ne fixent pas l'alexine 
en présence de sérums tuberculeux. Nous les éliminons en reprenant notre 
extrait méthylique brut par du chloroformeen présence d'eau; les substances 
non lipidiques passent dans l'eau et la solution chloroformique, soigneuse- 
ment lavée par agitation avec de l’eau, ne contient plus que des substances 
lipoidiques parmi lesquelles se trouve la totalité des substances haplénes, 


mais aucune substance provoquant une réaction tuberculinique par injection 
4 des animaux tuberculeux (intradermo-réaction). 
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bien que nous avons obtenu une substance purifiée dont le 
pouvoir hapténe est remarquablement intense. Nous ne nous 
étendrons pas ici sur ces résultats que nous réservons pour un 
prochain mémoire consacré a la purification et aux propriétés 
de la substance hapténe. ; 

L’alcool méthylique s’est en somme révélé comme un solvant 
remarquable pour l’extraction des substances hapténes des 
bacilles déja épuisés par l’acétone et |’ éther froids. 

Notons que K. Meyer, puis Petroff ont déja montré que 
Valcool éthyligque et l’alcool méthylique agissant directement 
sur les bacilles tuberculeux sont capables d’extraire des 
mélanges graisseux qui, mis en émulsion dans l'eau, pré- 
sentent un notable pouvoir hapténe. Boquet et Négre, amélio- 
rant la technique de Petroff, ont trés judicieusement dégraissé 
en partie les bacilles en les taisant macérer quelques jours dans 
de l’'acétone avant de les soumettre & la macération dans 

“Valcool méthylique. Ils ont ainsi obtenu leur « antigene méthy- 
lique » qui est déja beaucoup plus actif que celui de Petroff et a 
donné des résultats thérapeutiques fort intéressants. Notre frac- 
tion III totale brute est déjaé moins impure que l’antigéne de 
Boquet et Négre; quant aux produits purifiés que nous avons 
pu en sortir, ils présentent naturellement, 4 poids égal, une 
activité trés supérieure & celle del’antigéne de Boquet et Négre, 
qui est un mélange des substances actives avec de nombreuses 
substances sans aucun pouvoir hapténe (1). Notre but actuel a 
ce sujet est d’obtenir la ou les substances hapténes & un degré 
suffisant de purelé pour que nous puissions en étudier la nature 
chimique. Ces essais sont déja trés avancés et nous espérons 
les publier sous peu. 


(14) Dans I’ « antigéne méthylique » de Boquet et Négre se trouvent des 
substances inactives accompagnant les substances hapténes; parmi ces sub- 
stances inactives il y asurtout : 1°d’abondantes substances hydrosolubles et 
non lipidiques, en majeure partie glucidiques et sans activité hapténe; 2° des 
lipides non hapténes appartenant a nos fractions I et Il que la simple macé- 
ration des bacilles dans J’acétone n’avait pas enlevés complétement et qu’a 
dissous l’alcool méthylique; 3° des lipides appartenant réellement a la frac- 
tion méthylique, mais eux aussi sans activité hapténe. On peut éliminer les 
glucides et les substances hydrosolubles comme nous l’avons déja indiqué 
ci-dessus, puis on peut éliminer les lipides inactifs par une série de précipi- 
tations des substances actives par l’acétone, puis par des précipitations et 
dissolutions fractionnées dans lalcool méthylique. Nous espérons revenir 
sur ce sujet dans un mémoire spécial. 
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Etude des corps bacillaires 
déja épuisés successivement par l’acétone froid, 
puis par ]’éther froid, 
puis par l’alcool méthylique froid. 


Les bacilles épuisés successivement par l’acétone, l’éther et 
l’alcoo] méthylique contiennent encore en abondance des sub- 
stances & caracteres lipoidiques. Pour 100 grammes de sub- 
stances séches de bacilles, l’acétone froid avait extrait, nous 
l’avons vu, 17 gr. 2 de lipides, l’éther avait ensuite extrait 
2 gr. 2 et Valcool méthylique avait enfin extrait 2 gr. 05 de 
substances lipoidiques. Nous avons déja dit que la totalité des 
substances a caractéres lipoidiques qu'il est possible d’extraire 
des bacilles correspondait en tout 4 26,6 p. 100 environ de la 
matiére séche. Or, l'ensemble des substances extraites par 
l'acétone, l’éther et Talcool méthylique ne représente que 
21,45 p. 100 de la matiére séche des bacilles, il reste done 
encore dans les résidus bacillaires des substances extractibles 
en quantité correspondant 4 5,15 p. 100 de la matiére séche 
totale des bacilles, soit 19,3 p. 100 des substances lipoidiques 
totales. 

Ces substances résiduelles peuvent étre & peu prés quantila- 
tivement extraites par le benzéne bouillant dans un appareil de 
Kumagawa, mais nous avons hésité a soumettre les corps bacil- 
laires & un traitement aussi énergique et nous avons cherché 
a extraire encore certains principes immédiats au moyen de 
solvants neutres froids. Nos efforts n’ont pas jusqu’ici été cou- 
ronnés de succés. L’éther de pétrole ou l’acétate d'éthyle, par 
exemple, n’extraient pas la moindre trace de substance des 
corps bacillaires résiduels. L’alcool froid n’extrait que lente- 
ment de trés petites quantités d’un mélange de substances. 
Nous avons da épuiser les résidus bacillaires par de 1’alcool 
chaud pour obtenir une extraction assez notable; nous avons 
ainsi extrait 4,82 p. 100 des bacilles secs, soit48,1 p. 100 des 
substances lipoidiques totales des bacilles. Aprés l’épuisement 
par l’alcool bouillant nous avons enfin soumis les résidus bacil- 
laires & l’6puisement par le benzéne bouillant qui a extrait des 
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substances en quantité correspondant seulement 4 0,34 p. 100 
de la matiére séche des bacilles. Aprés Vaction du benzéne 
bouillant, il est enfin impossible d’extraire d’autres substances 
lipoidiques par des solvants neutres, les corps bacillaires sont 
complétement délipidés. 

Nous n’avons pas encore poussé trés avant l’étude chimique 
et biologique des fractions ainsi extraites des résidus bacillaires 
par l’alcool bouillant et par le benzéne bouillant, notons cepen- 
dant que les substances extraites par l’alcool chaud se subdi- 
visent facilement en deux fractions trés différentes : 1° Frac- 
tion IV restant soluble dans !’alcool froid et 2° Fraction V 
précipitant dés que les solutions alcooliques atteignent, en 
refroidissunt, la température ambiante. 


Résumé et conclusions. 


Aprés divers essais, nous avons mis au point une méthode per- 
mettant d’extraire par des solvants neutres 4 froid et dans le 
vide une série de trois fractions lipidiques extremement diffé- 
renciées, tandis que les corps bacillaires résiduels conservaient 
encore d'autres substances lipoidiques, extractibles seulement 
par des solvants chauds. La méthode d'extraction peut se 
résumer ainsi : 


A. — EpuIsEMENT DES BACILLES 
PAR UNE SERIE DE TROIS SOLVANTS NEUTRES, 
A FROID ET DANS LE VIDE. 


1° Les bacilles sont épuisés & froid (moins de 18°) et dans le 
vide au moyen d’acétone dans un appareil a lixiviation con- 
tinue de Machebceuf et Fethké, pendant plusieurs semaines; 

2° Les bacilles déja épuisés par l’acétone sont épuisés dans le 
méme appareil par de l’éther froid, dans le vide, pendant plu- 
sieurs semaines ; 

3° Les bacilles déji épuisés par l’acétone puis par |’éther 
froid sont ensuite épuisés dans le méme appareil par de l’alcool 
méthylique froid et dans le vide. 

L’acétone froid enléve aux bacilles des graisses non phos- 
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phorées, non acido-résislantes et sans pouvoir hapténe; ces 
substances représentant 17,2 p. 100 du poids des bacilles secs, 
soit 64,6 p. 100 des substances lipidiques totales. Par injec- 
tions sous-cutanées répélées, ces substances activent l’évolu- 
tion de la tuberculose expérimentale des animaux de labo- 
ratoire (1). 

L’éther froid enléve ensuite d’autres substances non phos- 
phorées et sans pouvoir hapténe. Ces substances représentent 
2,2 p. 100 du poids des bacilles secs, soit 8,27 p. 100 des sub- 
stances lipidiques totales. 

L’alcool méthylique enléve ensuite les substances lipoidiques 
hapténes et phosphorées et également des glucides. L’élimina- 
tion préalable par l’acétone et par l’éther de toutes les sub- 
stances extractibles par ces solvants permet d’obtenir ainsi un 
extrait méthylique qui présente une activité haplténe extréme- 
ment intense et il est le seul des extraits qui soit notablement 
actif. Cet extrait représente 6,13 p. 100 du poids sec des 
bacilles, mais il n’est que partiellement constitué par des sub- 
stances lipoidiques, car on peut en enlever des substances 
hydrosolubles de nature glucidique gui représentent & elles 
seules les deux tiers de l’extrait méthylique (66,5 p. 100). Crest 
aux seules substances lipoidiques de l’extrait méthylique 
qu’appartient le pouvoir hapténe, les glucides hydrosolubles 
ne sont pas antigénes fixateurs. Les lipides qui sont extraordi- 
nairement aclifs représentent 2,05 p. 100 des bacilles secs, soit 
7,7 p. 100 seulement des lipides totaux. 


B. — EpviseMEntT PAR DEUX SOLVANTS CHAUDS. 


Aprés les actions successives de l’acétone, de l’éther et de 
Palcool méthylique, il reste encore dans les baciiles des sub- 
stances a caractéres lipoidiques en quantilé notable (5,15 p. 100 
des poids des bacilles secs, soit 19,3 p. 100 des substances 
lipoidiques totales du bacille). Ces substances ne sont que trés 
peu ou pas hapténes; pour les extraire il est d’ailleurs nécessaire 
de trailer les bacilles par des solvants organiques, énergiques 
et chauds. Les corps bacillaires sont donc épuisés par de l’alcool 


(1) L’étude de cette action fut effectuée par L. Négre; elle fera, nous 
lespérons, l’objet d’un prochain mémoire spécial. 
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bouillant dans un appareil de Kumagawa, puis ils sont enfin 
épuisés dans le méme appareil par du benzéne bouillant. 
L’alcool éthylique bouillant enléve des substances lipoi- 
diques en quantité correspondant & 4,82 p. 100 des bacilles 
secs, soit 4 18,4 p. 100 des substances lipoidiques totales des 
bacilles. Le benzéne bouillant enléve enfin la trés faible quan- 
tité de substances lipoidiques restant encore dans Jes résidus 
bacillaires, soit seulement 0,34 p.100 du poids des bacilles secs. 
Tous ces résultats et les principales propriétés des diverses 
fractions sont exposés dans le tableau ci-dessous qui permet de 
se rendre compte des trés grandes différences quantilatives 
et qualitatives existant entre les diverses fractions, et ceci met 
en évidence la valeur de la méthode d’extractions sélectives 


proposée ici. 
Tasieag II. 


SOLVANTS 


100 


p. 


ayant extrait les fractions 


FRACTIONS 
POIDS DES FRACTIONS 
p- 100 
de bacilles séchés 
TENEURS 
en phosphore 
POUVOIR BAP1ENE 
ACIDO-ALCOOLO- 
RESISTANCE 


Acétone froid 
Ether froid 0 
Alcool méthylique froid Z Trés intense. 
Alcool éthylique bouillant (sub- 

stances solubles a froid dans 

Valcool) Assez fort. 
Alcool éthylique bouillant (sub- 

stances précipitant a froid) . . 
Benzéne bouillant 


Total des substances lipoidiques 
pour 100 de bacilles desséchés.| 26,61 


Il nous semble important d’insisler sur le fait que les hapte- 
nes sont obtenus & partir de bacilles non chauffés et par une 
série d’opérations effectuées a froid et dans le vide. Les 
hapténes obtenus ne sont pas souillés par de la tuberculine ni 
par les abondantes substances inactives lipidiques ou glucidi- 
ques qui les accompagnaient dans Jes divers extraits bacillaires 
préparés jusqu ici. 

Institut Pasteur (Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


ESSAI D’EVALUATION DE L’EFFICACITE 
DU VACCIN BCG 
CHEZ LES NOURRISSONS 


par M. J. ZEYLAND et M™ E. PIASECKA-ZEYLAND. 


(Centre antituberculeux de la Clinique infantile. Directeur : 
professeur K. Jonscher et Institut de Microbiologie médicale. 
Directeur: professeur L. Padlewski, Université de Poznan, 
Pologne.) 


Parmi les nombreux travaux publiés sur lefficacité du BCG 
chez homme, il en est peu qui résistent & la critique des sta- 
tisticiens professionnels. D’autre part, les projets des statisti- 
ciens ne peuvent pas étre exécutés, en raison de la résistance 
des parents, comme, par exemple, le projet de Rosenfeld, qui 
exige, dans les grandes Maternités, de désigner d’avance (c’est- 
a-dire avant l’accouchement) des enfants alternativement 
pour la vaccination et pour le contréle. Ainsi tous les projets 
qui sont théoriquement excellents (Rosenfeld, Greenwood, 
Keller) ne sont pas réalisables dans la pratique, et leurs auleurs 
s'en rendent parfaitement compte. 

Sans prétendre que notre statistique soit entiérement 
exempte de reproches, nous la présentons néanmoins, con- 
vaincus que, méme les meilleures statistiques de l’efficacité 
non seulement du vaccin BCG, mais aussi des autres remédes 
employés en médecine n’ont pas échappé a toutes les difficultés 
et ne sont pas toujours a l’abri de la critique des statis- 
ticiens. 

Dans les conditions ot nous avons opéré, les difficultés de 
notre action se sont augmentées du fait que la plupart des cas 
de tuberculose contagieuse ne sont pas enregistrés dans les 
dispensaires antituberculeux, ce qui nous a conduits & vacciner 
un nombre proportionnellement trop grand d’enfants vivant 
dans un milieu peut-étre absolument sain. Mais nous nous 
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sommes décidés A ne pas refuser le vaccin au grand public, 
convaincus de l’utilité du BCG par nos expériences sur des 
animaux de laboratoire ot l’effet immunisant a été évident. 
Du reste, nous ne deyons qué ces nombreuses vaccinations la 
possibilité d’avoir pratiqué aussi un grand nombre d’autopsies 
d’enfants vaccinés et morts de maladies diverses. Grace a ces 
autopsies, nous avons réussi, les premiers, & fournir une preuve 
indiscutable de la pénétration du vaccin BCG par la paroi du 
tube digestif dans l’intérieur de l’organisme en ensemencant 
les ganglions mésentériques ou les amygdales et en obtenant 
des cultures positives de bacilles BCG chez 16 enfants vaccinés 
par voie buccale. Ces autopsies ont prouvé aussi qu’une 
réaction positive 4 la tuberculine est le résultat de la seule 
présence des bacilles BCG dans l’organisme, sans lésions anato- 
miques. 

Pour caractériser nos conditions de travail, nous présente- 
rons d’abord les résultats généraux de nos vaccinations, com- 
mencées en février 1928, d’aprés notre statistique au 1° jan- 
vier 1934 :; 

Jusque-la, 5.572 enfants ont été vaccinés (5.529 par inges- 
tion et 43 par injection) et 6 adultes (par injection). Nous avons 
fait 108 autopsies; chez 81 enfants autopsiés, nous avons fait 
un examen bactériologique des ganglions mésenlériques et des 
amygdales et-nous avons isolé des bacilles de BCG dans 16 cas. 

De ces enfants vaccinés : 1° 188 enfants (dont 12 décédés) 
ont vécu en milieu tuberculeux contagieux; 2° 116 enfants 
(dont 11 décédés) ont vécu en milieu tuberculeux non conta- 
gieux; 3° 220 enfants (dont 40 décédés) ont vécu en milieu 
présumé tuberculeux (le caractére de la tuberculose, active ou 
guérie, restant douteux); au total, 524 enfants ont eu l’occasion 
de se contaminer. 

La grande majorité des enfants ont élé vaccinés seulement 
une fois; des revaccinations ont été taites chez 132 enfants 
(109 par injection, 23 per os). 

Notre estimation de lefficacité du vaccin est basée sur des 
chiffres relativement faibles, correspondant a des enfants 
vivant en conlact avec un tuberculeux contagieux et observés 
par nous de la méme maniére, mais divisés en deux groupes : 
vaccinés et non vaccinés (c’est-a-dire des témoins . Le nombre 
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de ces enfants est faible & cause de nos exigences rigoureuses 
(constatation confirmée par nous d’une élimination de bacilles, 
observation continue de l’entant) et, surtout, a cause des condi- 
tions locales qui rendent presque impossible une collaboration 
profitable avec les dispensaires tuberculeux qui, eux-mémes, 
ne disposent pas encore d’un enregistrement suffisant des 
tuberculeux contagieux. 

Le nombre des enfants plus agés étant encore moindre, 
nous nous sommes bornés a évaluer l’efficacité du vaccin 
BCG chez les enfants au cours de ‘leur premiére année. Les 


observations qui les concernent sont résumées dans le tableau 
suivant : 


Enfants vivant en milieu tuberculeux pendant la premiére année : 


BCG CONTROLES 


4° Survivants bien portants de Japremiére année. 125 40 
20 Présentant des symptémes d'une infection 
tuberculeuse au cours de la premiére année. 12 47 


3° Décédés de tuberculose au cours de la pre- 
miére année 


Set wah Toe otter isis ene oe ok 3 4 

49 Décédés d'autres maladies au cours de la pre- 
MisrednnEe ws RM SN ET eh Mae eee 7 (A) 4 
Total atts Bitlis eae 441 62 


Nous avons mentionné précédemment que tous les enfants 
ont été en contact tuberculeux conslaté par nous. En réalité, 
il en est ainsi & l’exception de 4 enfants vaccinés au BCG qu’on 
trouve en 2° (2 enfants), en 3° (1 enfant) et en 4° (t enfant). 
Chez ces 4 enfants atteints (3) ou morts (1) de tuberculose, 
nous n’avons pas réussi a déceler la source de la contagion. 
Dans tous ces cas, il s’est agi d’enfants illégilimes, qui ont 
fréquemment changé de domicile. Ainsi, en fait, ces décés 
surchargent & tort le nombre des enfants vaccinés, le groupe 
des contréles n’ayant pas de cas analogues. Nous les avons 
inscrits dans notre statistique pour ne pas nous exposer aux 
objections d’avoir favorisé le groupe des vaccinés. ll faut en 
tenir compte en examinant le tableau suivant qui exprime 
nos résultats d’une maniére plus simple que le précédent : 


(1) Enfant décédé a l'Age de quatre mois d’une pneumonie suppurée avec 


a complexe primaire tuberculeux dans les poumons (Ces Annales, 48, 1929, 
AG). 


— 
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Enfants vivants dans un milieu tuberculeux contagieux pendant la pre- 
miére année : 


ATTEINTS MORTS 
de tuberculose de tuberculose 
PEGE ere ep UL ree 16 (14 p. 100) 3 (2p. 100) 
PleGOnITOleStes ward ote To a: 241 (33 p. 100) 4 (6 p. 100) 


Autrement dit, Ja morbidité et la mortalité tuberculeuses 
pendant la premiére année des enfants vaccinés au BCG sont 
trois fois moindres que celles des enfants témoins (non vac- 
cinés). Ces résultats plaident en faveur des vaccinations. Ils 
pourraient étre encore meilleurs, car, parmi Jes 147 enfants 
vaccinés, il ya seulement 17 enfants qui furent suffisamment 
isolés pendant la période qui précéde Vétat d’immunité et 
13 isolés insuffisamment, en tout seulement 30 enfants, c’est- 
a-dire 1/5 des enfants vaccinés vivant dans un milieu con- 
tagieux ont été passablement protégés pendant le premier 
temps aprés la vaccination. Parmi les 16 enfants vaccinés et 
atteints de tuberculose, 2 enfants seulement ont été isolés : 
Pun d’eux insuffisamment, au domicile des parents ow le pére 
avait une tuberculose pulmonaire ouverte, et l’autre & la cli- 
nique; malheureusement ce dernier est enregistré parmi les 
décédés de tuberculose, parce que telle a été l'information du 
bureau de l'état civil. Nous n’avons pas eu personnellement 
les résultats des examens de cet enfant, mort a |’age de quatre 
mois, au début du fonctionnement de notre centre anti-tuber- 
culeux ot une infirmiére-visiteuse ne pouvait pas répondre & 
toutes les exigences de la nouvelle action. 

Parmi les 16 enfants vaccinés et atteints de tuberculose, on 
trouve les formes suivantes : 4 cas de complexe primaire pul- 
monaire (1 cas guéri), 3 cas de tuberculose des ganglions 
hilaires (1 cas guéri), 3 cas de spléno-pneumonie, 1 cas de 
scissurite (guéri), 2 cas de tuberculose osseuse (tous les deux 
guéris), 2 cas de dissémination générale morlelle (1 enfant & 
l’dge de trois mois et demi, le second de quatre mois; dans ces 
2 cas, nous avons cultivé des bacilles du type humain) et 4 
décédé d’une tuberculose prétendue (information du bureau de 
l'état civil). L’4ge seul des enfants morts de tuberculose indique 
quwil s’est agi d’une contagion tuberculeuse survenue lout de 
suite aprés la naissance. 
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Dans le but d’obtenir a l’avenir de meilleurs résultats de nos 
vaccinations antituberculeuses, nous devrons nous efforcer de 
mieux protéger encore les enfants d’une contagion provenant 
du milieu tuberculeux par un isolement convenable. Actuelle- 
ment, nous isolons les enfants & la clinique jusqu’a ce qu’ils 
présentent une réaction tuberculinique positive qui est le seul 
signe d’un changement dans |’organisme. 

Toutefois, nous nous rendons compte que de meilleurs 
résultats des vaccinations dépendent surtout du développement 
des dispensaires antituberculeux qui, disposant seuls de tous 
les cas enregistrés de luberculose contagieuse, peuvent rendre 
possible la vaccination et l’isolement des enfants qui en ont le 
plus besoin. 


CONCLUSIONS. 


4° L’observation de 209 enfants vivant dans un milieu tuber- 
culeux contagieux, dont 147 vaccinés au BCG et 62 témoins 
(non vaccinés), démontre que la morbidité et la mortalité tuber- 
culeuses pendant la premiére année sont trots fois moindres chez 
les enfants vaccinés au BCG que chez les non vaccines. 

2° Cette morbidité tuberculeuse chez les enfants vaccinés au 
BUG est causée surtout par le manque d'isolement des enfants 
pendant le temps qui précéde limmunilé. 

3° Pour améliorer les résultats des vaccinations par un isole- 
ment précoce des enfants nés en milieu tuberculeux, une colla- 
boration plus efficace des dispensaires antituberculeux est 
nécessaire. Les vaccinations ne peuvent pas remplacer, mais 
compléter l’activité des armements modernes médico-sociaux 
antituberculeux. 
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LESIONS HISTOLOGIQUES DES CENTRES NERVEUX 
DANS LA TRYPANOSOMIASE HUMAINE 


(A PROPOS DE DEUX CAS MORTELS NON TRAITES) 


par Ivan BERTRAND, J. BABLET et A. SICE. 


Il nous a été donné récemment de pouvoir étudier, dans les 
meilleures conditions de fixation et & l'aide des techniques les 
plus récentes, les lésions histologiques des centres nerveux de 
deux trypanosomés, ayant succombé a leur infection. Si ce 
n’est a la veille de sa terminaison fatale, celle-ci n’avait méme 
pas été soupconnée pendant sa longue évolution, d’ailleurs 
anormalement silencieuse. Les deux observations, qui nous 
ont été confiées par le D" Mercier, professeur de pathologie 
exolique a I’Ecole d’application du service de santé colonial, 
concernent des tirailleurs sénégalais, provenant de |’ Afrique 
occidentale et servant tous deux loin de leur pays d'origine, 
lun en Tunisie depuis trois ans, l’autre en Guyane depuis 
deux ans. Jusqu’au jour de la mort, aucune thérapeutique spé- 
cifique, aucune maladie intercurrente ne sont venues troubler 
Vévolution naturelle de leur trypanosomiase dont les lésions, 
par conséquent, doivent se présenter avec tous leurs carac- 
téres distinctifs. 

Avant d’exposer les constatations auxquelles méne cette 
étude, nous nous devons de rappeler briévement les travaux 
les plus importants qu’a suscités l’examen neuro-pathologique 
de la trypanosomiase humaine, résumant dans cet apercu 
historique l’essentiel des faits établis et des données actuelle- 
ment admises sur les lésions nerveuses de la maladie du 
sommeil. 


Premiére partie : Résumé analytique des travaux publiés. 


L’histoire des recherches que devaient provoquer les local1- 
sations de la maladie sur les centres nerveux est divisée en 
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deux périodes que sépare nettement la découverte de l’agent 
pathogéne. C’est ainsi qu’avant 1901 des germes divers furent 
incriminés, notamment le pneumocoque, dont la présence avait 
été fréquemment relevée dans le sang, les organes et méme le 
liquide céphalo-rachidien des malades & la phase terminale et 
a Vautopsie. Il s’agissait alors incontestablement d’infections 
secondaires se gretfant avec aisance sur des organismes profon- 
dément débilités. Tant que le réle du trypanosome resta 
ignoré, les recherches histologiques, en l’absence d’étiologie 
précise et faute de base expérimentale, furent conduites sans 
méthode, un peu & |’aventure. En outre, les descriptions des 
lésions anatomiques du névraxe étaient d’aulant plus vagues 
que les techniques neuropathologiques étaient encore trés 
imparfaites. 

Les premiéres observations qui puissent étre rapportées de 
facon certaine & la trypanosomiase humaine datent du début 
du xrx° siécle (Winterbottom, Bacon, Clarke). Dés 1840, Clarke 
avait méme remarqué l’inflammation des méninges a l’autopsie 
de noirs du Sierra Leone atteints de |éthargie. 

Le mémoire de Dangaix (1861) qui donnait une bonne des- 
cription clinique de la maladie au Gabon attira lattention des 
médecins de marine francais sur l'un des symptomes les plus 
constants de la maladie confirmée, la somnolence ou hypnose, 
qui lui valut de bonne heure Je nom de maladie du sommeil et 
provoqua des recherches sur l'état des centres nerveux. A ce 
point de vue, Dangaix avait noté les arborisations de la pie- 
mére cérébrale, la congestion des veines de Galien, l’hyper- 
hémie du névraxe et ’hydropisie ventriculaire. 

Griffon du Bellay eut l’occasion peu aprés (1863) de vérifier 
sur place ces constatations. 

Chassaniol, au Sénégal, en 1865, rapporte l’autopsie d’un 
mulatre ayant présenté les symptémes de Vhypnose et dont le 
cerveau montrait des lésions rappelant l’cedéme cérébral. 

Gaigneron et Lherminier, 4 la méme époque, constataient 
chez les esclaves noirs de la Guadeloupe atteints de maladie 
du sommeil V'inflammation des méninges, des couches optiques, 
du cervelet et le ramollissement rouge de la pulpe cérébrale. 

Guérin, dans une thése trés documentée (1869) sur les carac- 
teres de la maladie chez les noirs de la Martinique, avait noté 
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la congestion méningée et la limpidité du liquide céphalo- 
rachidien. 

Bérenger-Ferraud concluait de ses examens nécropsiques & 
une méningo-encéphalite par insolation, Iglesias Pardo parlait 
de ramollissement cérébral par embolie d’origine cardiaque et 
Mac Carthy de compression des vaisseaux du cerveau par 
Vhypertrophie des ganglions cervicaux. 

Corre, dans ses recherches & Saint-Louis du Sénégal, en 1877, 
remarque les résultats contradictoires des examens neuro- 
pathologiques a l’'autopsie des malades du sommeil; si, dans 
quelques cas des lésions typiques d’encéphalile sont con- 
statées, dans d’autres cas, il n’y a pas de lésions cérébrales ou 
méningées ; en outre, les observateurs parlent tantdt d’anémie, 
tantot d’hyperhémie du cerveau. Corre, quia relevé les mémes 
faits paradoxaux dans les autopsies qu il a pratiquées, pensait 
qu’ils s’expliquaient par des degrés, des étapes successives de 
Vimprégnation scrofuleuse, cause de la maladie. 

Nielly, en 1880, constate « que les iésions méningiennes 
dominent mais ne sont pas constantes ». 

A. Calmette, en 1888, rapporte les résultats d’une autopsie 
d'indigéne du Gabon chez qui il avait pu suivre l’évolution de 
Ja maladie pendant prés d’un an, notant en particulier les 
troubles nerveux et mentaux. Aprés examen histologique du 
cerveau fixé au liquide de Miiller, il conclut a l’existence 
d’une leptoméningile chronique avec ramollissement super- 
ficiel de la substance grise périphérique du cervelet et de la 
substance blanche périphérique de l’axe médullaire. I] estime 
que Virrilation de la pie-mére bulbaire a été le point de départ 
de la maladie, car c'est la qu’on trouve les lésions les plus pro- 
fondes ; il attribue la mort & l’envahissement des noyaux bul- 
baires du pneumogastrique. 

Régis et Gaide, en 1898, puis Marchoux, en 1899, publient 
des protocoles d’autopsies de trypanosomés qui leur paraissent 
déposer en faveur d’une « méningo-encéphalite diffuse d’ori- 
gine infectieuse ». 

Nous devons a Mott la premiére descriplion précise des 
lésions du systéme nerveux central dans la maladie du som- 
meil, publiée par le British Medical Journal, en décembre 
1899. Deux autopsies de jeunes indigénes congolais hospita- 
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lisés 4 Charing Cross Hospital, et dont le diagnostic clinique 
ne faisait aucun doute, montrérent des Iésions histologiques 
identiques des méninges et des centres nerveux : infiltration 
des espaces lymphatiques périvasculaires sur toute |’étendue 
des leptoméninges et dans la zone motrice du cortex par des 
lymphocytes. Mott remarque avec surprise que les cellules 
canglionnaires ne présentent pas de signes marqués de désor- 
ganisation et voit dans ce caractére négatif un élément impor- 
tant du diagnostic différentiel avec la paralysie générale. Il 
pense que la torpeur des malades s’explique par la circulation 
d’un agent toxique dans le liquide céphalo-rachidien ou plus 
simplement par la périvascularite qui trouble les échanges 
entre le sang et les neurones. 

Les découvertes de Dutton et Todd (1900-1901), de Castel- 
lani (1903) confirmées par Broden au Congo belge, par Brumpt 
au Congo frangais, l’identification par Laveran (1906) des trypa- 
nosomes de Gambie et de l’Ouganda sous le nom de Trypano- 
soma gambiense, donnent une impulsion nouvelle aux travaux 
sur la maladie du sommeil, et en particulier sur les lésions 
nerveuses. Les techniques neuropathologiques se _perfec- 
tionnent de jour en jour: les méthodes de Nissl, de Marchi, de 
Miiller, de Weigert sont utilisées aprés fixation au formol et 
inclusion a la paraffine ou & la celloidine. 

Franca et Sarmento (1901) confirment l’existence de man- 
chons périvasculaires dans les centres nerveux et indiquent 
quiils sont formés presque exclusivement de plasmocytes. Ils 
signalent, en outre, que ces mémes cellules peuvent se retrouver 
a distance des vaisseaux, en plein tissu nerveux. 

Franca et Athias (1902) établissent un paralléle entre la 
maladie du sommeil et la paralysie générale : les plasmocytes 
sont, & leur avis, moins nombreux dans la paralysie générale 
ou les lésions vasculaires, par contre, sont plus accusées’ et 
étendues & toute l’épaisseur de l’écorce. Dans la trypanoso- 
miase, les vaisseaux profonds sont toujours les plus touchés. 

Le rapport de la mission envoyée en Afrique occidentale 
portugaise pour y étudier la maladie du sommeil (Bettencourt, 
Kopke, de Rezend, Mendes) insiste sur l’infiltration leucocy- 
taire intense autour des vaisseaux sanguins des méninges et 
des cloisons qui, de la face interne de la pie-mére, se dirigent 
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vers la profondeur du tissu nerveux. Par la méthode de Nissl, 
ils ont vu Daltération des cellules nerveuses moins marquée et 
moins généralisée dans la moelle que dans le cerveau. Les 
cellules des colonnes de Clarke sont presque toujours modifiées 
et l’épithélium du canal épendymaire est souvent le sidge 
d'une prolifération qui peut arriver & l'oblitérer. Il y a aussi 
parfois lésion des ganglions spinaux (1903). 

Sambon, dans une mise au point de la question de la trypa 
nosomiase (publiée en 1904), considére la lésion des centres 
nerveux comme une méningo-encéphalite et une méningo- 
myélite chroniques caractérisées par la congestion artérielle 
et veineuse de |i dure-mére, la limpidité du liquide céphalo- 
rachidien parfois en exces, la consistance normale et l’absence 
de déformation du cerveau, l’infiltration périvasculaire. Il estime 
que le parasite localisé dans le systéme lymphatique attaque 
le systéme nerveux soit mécaniquement, soit en élaborant une 
toxine spéciale. 

Low et Mott (1904) rapportent les résultats de l’autopsie 
_d’une femme de missionnaire congolais que P. Manson avait 
examinée en 1902 et reconnue atteinte de maladie du sommeil. 
Elle mourut en octobre 1903 aprés avoir présenté une fiévre 
irréguliére, de l’amaigrissement, une grosse rate, des gan- 
glions cervicaux et une somnolence manifeste vers la fin. Des 
trypanosomes avaient été trouvés dans le sang a Liverpool. 
Bien que l’existence d'une infection pneumococcique terminale 
ne ftit pas douteuse, les lésions constatées au‘ niveau des 
centres nerveux semblent aux auteurs anglais imputables a la 
trypanosomiase : infiltration & mononucléaires des lepto- 
méninges surtout au niveau du cervelet et de la moelle ; infil- 
tration périvasculaire caractéristique trés accusée sur cerlains 
points du cortex, du bulbe et du cervelet; petites hémorragies 
capillaires de la moelle, hyperplasie nucléaire des endothéliums 
capillaires du cortex; prolifération active de la névroglie dans 
des zones limilées; altérations récentes de cellules ganglion- 
naires (chromatolyse parfois nécrose) du cortex ou dela moelle 
qui paraissent relever de l’infection microbienne terminale. 

Une nouvelle note de Mott (1905) précise le tableau qu il 
considére comme caractéristique de l’envahissement des centres 
nerveux par les trypanosomes d’aprés 24 autupsies de malades 
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du sommeil : dans tous les cas, la méningo-encéphalite chro- 
nique est caractérisée par l'infiltration d’éléments plasmocy- 
taires, dérivés des lymphocytes, et la présence de « cedlules 
morulées », indice d'infammation prolongée. L’abondance de 
ces diverses cellules inflammatoires dans les espaces périvascu- 
laires et sous-arachnoidiens est en rapport avec Ja durée de la 
maladie et la gravité des symptomes nerveux. Les lésions des 
cellules ganglionnaires, constalées dans les cas trés anciens, 
surtout au niveau du bulbe et du cortex, dépendent de l’atteinte 
des vaisseaux. 

L’accumulation lymphocytaire et la prolifération endothé- 
liale peuvent en effet entrainer |’oblitération des capillaires et 
comme conséquence la chromatolyse, la nécrose de coagulation 
et la destruction des cellules ganglionnaires. Ces dégénéres- 
cences s'accompagnent de prolifération névroglique (cellules- 
araignées) comme dans la paralysie générale ot cependant les 
lésions cellulaires sont les premiéres en date et la cause des 
altérations vasculaires. 

C'est un des collaborateurs de Mott, Kisath qui établit par des 
colorations spécifiques la prolifération des cellules névrogliques 
tant en nombre qu’en volume, autour des vaisseaux de toute 
taille, méme capillaires. 

Thomas et Breinl, en 1906, exposent 4 cas ot se retrouvent 
les lésions nerveuses décrites par Mott, Low el les auteurs portu- 
gais ; ils signalent plusieurs foyers hémorragiques de la moelle ; 
linfiltration trés accusée autour des vaisseaux méningés et dans 
la substance grise était & base de lymphocytes, avec quelques 
plasmocytes ou macrophages et des hématies en voie de désin- 
tégration. 

Franca et Alhias, & la méme époque (1906), reconnaissent & 
Mott la priorité de la constatation des infiltrations périvascu- 
Jaires au niveau des centres «czveux mais revendiquent le 
mérite d’avoir démontré Ja nature plasmocytaire de ces infil- 
trations. ; 

L. Martin et Guillain ont décrit en janvier 1908 une forme 
médullaire de la trypanosomiase (retrouvée quelques mois plus 
tard par Nattan-Larrier et Sézary) caractérisée par des signes 
de myélite diffuse prédominant au niveau de la moelle lombaire 
(paraplégie, parésie des membres supérieurs, troubles de la 
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sensibilité & disposition radiculaire, exagération des réflexes, 
signe de Babinski, amyotrophie, peu de troubles des sphincters). 

Chez ce malade, 2/ y aurait eu méningo-myélite ascendante, 
le systéme nerveux central étant progressivement infecté par la 
voie méningée et aussi sans doute par le canal de l’épendyme, 
qui peut étre considéré comme une véritable voie lymphatique 
ascendante et une véritable vote de propagation des infections 
du névraze. 

Les auteurs insistent sur ce fait que des symptémes médul- 
laires aussi marqués sont exceptionnels dans la maladie du 
sommeil. Les paralysies sont trés rares. Le signe de Babinski 
qui traduit une lésion des voies pyramidales n’est généralement 
pas signalé; Kopke ne l’a rencontré qu’une fois. Il en est de 
méme des troubles de la sensibilité sauf en ce qui concerne la 
sensibilité profonde au choc ou simplement au contact (signe de 
Kerandel). 

Broden et Rodhain, & partir de 1908, au Congo belge, se sont 
surtout attachés a préciser la réaction inflammatoire du liquide 
céphalo-rachidien : ils signalent en particulier |’abondance des 
cellules miriformes dont le noyau étoilé est moulé sur les 
vacuoles, quise coloreut faiblement par l’éosine. 

Spielmeyer publie en !908 une étude d’ensemble de la 
maladie du sommeil od les lésions nerveuses sont l’objet d’une 
mise au point trés minutieuse; reprenant et discutant les 
observations de ses prédécesseurs, il expose d’une fagon objec- 
tive ses propres constatations. Ses conclusions, basées sur des 
faits bien établis et des déductions logiques, semblent avoir été 
admises sans contestation et représentent encore aujourd’hui 
les données classiques au point de vue neurcpathologique. Aussi 
devons-nous les exposer avec quelque détail. 

L’infiltration plasmocytaire signalée par les auteurs portugais 
(Franga et Sarmento, 1901) parait bien un caractére constant 
de la maladie. Tantdt ces plasmocytes se montrent sous leur 
aspect bien connu, tantdt ils présentent des altéralions régres- 
sives (pycnose du noyau, vacuolisation du cytoplasme, aspect 
miriforme). Ils correspondent alors aux éléments décrits par 
Molt sous le nom de morular cells et assimilés par cet auteur 
aux corps granuleux d’Alzheimer. Les plasmocytes typiques, 
mélés & quelques lymphocytes, sont surtout nombreux autour 
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des vaisseaux; A ce point de vue, Spielmeyer précise que les 
manchons plasmocytaires décrits comme périvasculaires dans 
les centres nerveux occupent en réalité le plus souvent Jes 
espaces lymphatiques adventiliels, séparés du tissu nerveux par 
une membrane gliale. Parfois cependant, les cellules inflamma- 
toires dépassent la fronti¢re adventitielle et se mélent aux 
cellules névrogliques périvasculaires. On les trouve encore 
isolées en plein tissu, & distance des vaisseaux, en général sous 
forme de cellules morulées, & protoplasma spumeux et vacuo- 
faire. Ils sont surtout nombreux dans la zone superficielle de 
l’écorce, en relation sans doute avec les infiltrals méningés 
toujours importants dans la pie-mére et parfois aussi dans 
l’épaisseur dv la dure-mére. 

L’hyperplasie des endothéliums vasculaires est manifeste ; 
on ne constate pas de rétrécissement de la lumiére mais plutot 
une tendance a la prolifération en dehors de l'adventice sous 
forme de bourgeons vasculaires, d’ailleurs peu élendue. Les 
cellules en badtunnets sont rares. 

Spielmeyer a rarement constalé de lésions destructives consé- 
culives & des hémorragies ou a des ramollissements; aussi 
considére-t-il comme erronée l’opinion qui fait des cellules 
morulées des corps granuleux d’Alzheimer. Ces derniers sont 
en effet porteurs d’inclusions représentant des débris de myéline, 
d’hématies ou de pigment. Ce n’est pas le cas des cellultes moru- 
lées qui, par contre, se colorent facilement par le violet de 
méthyle et prennent une teinte orange par le Van Gieson, 
réactions ingiguant qu'il sagit de cellules en dégénérescence 
hyaline ou colloide. 

En ce qui concerne Ja distribution des lésions inflammatoires, 
Spielmeyer admet comme une lésion fréquente sinon constante 
la leploméningite diffuse ainsi que l’hydropisie ventriculaire ; 
la pachyméningite diffuse se rencontre également. 

La moellé est peti atteinte comparativement au cetveau et au 
cervelet. Ce dernier, ét particuliérement son axe blanc, sont le 
siége d'infiltratious tres accusées. 

Dans le cerveau, l’écorce peut etre moins touchée que les 
noyaux gfis donlratry, mais l'inverse est possible. Au niveau 
des hémisphéres, les manchons phagocytaires et les lésions 
endothéliales sont plus marquées dans la profondeur, au contact 
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de l’axe blanc, ou en surface, que dans la zone moyenne. Les 
diverses circonvolutions ne sont pas toujours également 
atteintes mais aucune loi ne saurait étre retenue pour expliquer 
la topographie des lésions. 

Mott, recherchant des trypanosomes dans les centres nerveux 
et n’ayant pu en mettre en évidence, considérait certaines par- 
ticules chromatiques comme des produits de désintégration des 
parasites. Spielmeyer ne se prononce pas sur la signification de 
ces parlicules dont il a cependant constaté la fréquence. 

La trypanosomiase se manifeste-t-elle par des Iésions carac- 
téristiques du parenchyme nerveux? Nullement. Rien de patho- 
gnomonique au double point de vue cytologique et topogra- 
phique, répond Spielmeyer. 

Mott avait d’ailleurs indiqué que les lésions des centres ner- 
veux dans la maladie du sommeil relévent d’un processus 
toxique, de la fiévre qu'il provoque et, parfois, d’une infection 
secondaire &-cocci. Il est certain que les altérations chromato- 
lytiques, les modifications de forme de certaines cellules du 
cortex ou de la moelle se retrouvent dans un grand nombre 
d'affections fébriles. Il en est de méme de la disparition des 
prolongements, de la neurophagie, de l’augmentation du pig- 
ment intracellulaire. Il s’agit d’ailleurs dans la trypanosomiase 
de lésions isolées ne frappant pas des groupes cellulaires et 
n’entrainant pas de troubles de la cytoarchitectonie. 

Les lésions cellulaires les plus accusées s’observent dans les 
couches profondes de la substance grise, 14 ot les infiltrations 
les plus étendues ont été constatées. 

L’emploi des méthodes spéciales de coloration de la myéline 
montre l’absence de toute altération des fibres nerveuses, ainsi 
que Mott l’avait déja noté. Spielmeyer pense cependant que 
V’éclaircissement des feutrages superficiels de I’écorce est 
manifeste. 

La méthode de Weigert pour la névroglic montre une hyper- 
plasie notable des cellules-araignées dont les prolongements 
sont nombreux et volumineux dans la zone marginale du cortex 
et dans les couches profondes au voisinage des vaisseaux. 

Méme constatation sur toute l’épaisscur du cervelet ow 
Vhyperplasie névroglique est souvent plus marquée qu’au 
niveau du cerveau. 
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Pour Spielmeyer, l'exubérance névroglique serait souvent 
imputable aux troubles de nutrition déclenchés par les altéra- 
tions vasculaires. Elle s’observe aussi dans la substance blanche 
de la moelle sans qu'il soit possible d’indiquer de localisation 
élective. 

Les altérations névrogliques seraient donc pour Spielmeyer 
uniquement de caractére progressif et non régressif, comme 
avait supposé Eisath en donnant aux cellules morulées de 
Mott la signification de cellules névrogliques en voie de dégé- 
nérescence hyaline. Le fait que ces cellules se retrouvent dans 
les méninges, le liquide céphalo-rachidien et méme le foie, 
n’est pas en faveur de leur origine névroglique. 

En se basant sur les lésions histologiques du systéme ner- 
veux précisées par Mott, Spielmeyer et Franca, Brochard, en 
1909, a pu établir un diagnostic rétrospectif de maladie du 
sommeil chez un Européen qui venait de se suicider en France 
sans raison apparente apres avoir fait trois séjours consécutils 
au Congo. A l’examen, il nota Vinfiltration périvasculaire 
intense des vaisseaux pie-mériens entourés d’un épaismanchon 
plasmocytaire; il existait aussi des foyers d’infiltralion diffuse 
formés de plasmocytes isolés, pénétrant dans Ja substance ner- 
veuse (Spielmeyer voit dans cet exode une marque caractéris- 
tique de la trypanosomiase). La paroi adventice des vaisseaux 
présentait parfois des altérations avancées.: cellules endo- 
théliales augmentées de volume jusqu’a rétrécir la lumiére du 
vaisseau, présence dans les parois adventices de cellules en 
batonnet (microglie) ou de « Gilterzellen ». 

L. Martin et Darré, en 1909, insistent sur « les étroites ana- 
logies » qui existent entre les accidents nerveux qui traduisent 
Yatteinte des centres nerveux dans la maladie du sommeil et 
dans la paralysie générale. Aucune différence entre les mani- 
festations cliniques des méningites en plaques de la trypanoso- 
miase et des méningites circonscrites syphilitiques. Les formes 
diffuses des deux affections se ressemblent beaucoup au point 
de vue clinique; l’aliénation mentale présente dans les deux cas 
bien des caractéres communs, ainsi que l’affaiblissement de 
Vintelligence. Il existe toutefois des différences importantes : 
pas de paralysies des nerfs craniens dans la trypanosomiase ov 
Iés lésions méningées intéressent surtout la convexité du cer- 
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veau; pas de signe d’Argyll-Robertson ; pas de troubles de la 
parole; pas de tremblement. En outre, évolution beaucoup plus 
rapide des accidents. Enfin, & l’examen du liquide céphalo- 
rachidien, la rareté des grands mononucléaires dans la para- 
lysie générale s ‘oppose & leur fréquence relative dans la maladie 
du sommeil et & la présence d’aspects vacuolaires, mariformes 
(cellules morulées). 

Gustave Martin, dans son mémoire de 19414, cite l’opinion de 
Regis & laquelle il se range: La maladie du sommeil se com- 
porte a la facon d'une toxi-infection donnant lieu & des symp- 
témes prédominants de confusion mentale sous toutes ses formes 
et & tous ses degrés. Semblable a la syphilis, elle détermine un 
complexe nosologique rappelant tout a fait celui de la paralysie 
générale. 

Louis Martin et Darré, décrivant en 1909 un certain nombre 
de formes cérébrales de la maladie du sommeil, estiment qu’elles 
sont la conséquence de lésions nerveuses & point de départ 
méningé. Dés le début de la trypanosomiase, les méninges 
seraient en élat de réaction (leptoméningite diffuse). L’appa- 
rition des troubles cérébraux, plus tard, coincide, ainsi que le 
prouve la lymphocytose rachidienne, avec une poussée inflam- 
matoire violente au niveau des méninges s’étendant rapidement 
en profondeur. Les constatations de Kopke et de Mott, infiltra- 
tion embryonnaire dans la gaine lymphatique des petits vais- 
seaux, lésions plus ou moins profondes des cellules du cortex, 
en témoignent. J/ est vraisemblable, disent les auteurs, que, 
sous [influence dune active multiplication des trypanosomes, 
les lésions méningées s'accroissent, les vaisseaux cérébraux se 
congestionnent et laissent échapper, dans la gaine lymphatique 
périvasculaire, de nombreuses cellules blanches entrainant avec 
elles le plasma sanguin qui infiltrera le tissu cérébral voisin et 
y déterminera de laedéme; sous Pinfluence de ces troubles circu- 
latoires et peut-étre aussi des toxines sécrétées par les trypano- 
somes, les cellules cérébrales présentent elles aussi des lésions 
légéres ou profondes. 

Dans le traité sur les Trypanosomes et trypanosomiases de 
Laveran et Mesnil, nous trouvons une bréve mise au point des 
lésions histologiques des centres nerveux dans la maladie du 


sommeil (1912). 
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L’étude des troubles psychiques de la trypanosomiase de Gus- 
tave Martin et Ringenbach, publiée en 1910, apporte une con- 
tribution importante a la classification des altérations mentales 
qui marquent les diverses périodes de l’évolution de la maladie; 
et les auteurs confirment au point de vue anatomo-pathologique 
les conclusions de leurs prédécesseurs. 

Mott, en 1910, publie une longue étude comparative des 
symptomes et des lésions neuropathologiques dans les infec- 
tions & trypanosomes et a spirochétes. Apres avoir noté les ana- 
logies cliniques et la périodicité qui rapprochent ces deux 
groupes de maladies, l’affinilé élective de leurs parasites pour 
arsenic, il indique les caractéres divergents qui les séparent : 
mobilité et activité plus grande des trypanosomes qui leur per- 
mettent de pénétrer aisément dans le liquide céphalo-rachidien 
et dans l’intimité des tissus nerveux; il n’est donc pas surpre- 
nant que les manifestations nerveuses de la syphilis soient 
relativement rares tandis que la trypanosomiase non traitée 
aboutit fatalement & l'infection du névraxe dans des délais assez 
courts. 

Les lésions histologiques caractérisées dans leur ensemble 
par l'infiltration méningée et périvasculaire & cellules mono- 
nucléées et par l’hyperplasie névroglique commune aux deux 
maladies, présentent toutefois dans la maladie du sommeil des 
caractéres particuliers et une topographie spéciale que l’auteur 
s'altache a préciser. 

Il insiste d’abord sur Pinusition des cellules endothéliales 
des leptoméninges, leur prolifération sur place et dans les cloi- 
sons pie-mériennes qui pénétrent dans Jes centres nerveux avec 
les vaisseaux, la présence constante de manchons lympho-plas- 
mocytaires autour de ces derniers; ces manchons qui appa- 
raissent de bonne heure autour des vaisseaux possédant une 
gaine lymphatique et piale se retrouvent dans les cas chro- 
niques au contact intime des plus fins capillaires. L’hyperplasie 
névroglique est constante, précoce, précédant toujours les 
lésions des cellules nerveuses ; elle est surtout marquée a la 
périphérie du cortex (comme dents la paralysie générale), elle 
accompagne les vaisseaux et s’observe également au niveau de 
la moelle ov elle est assez diffuse. 


La prolifération des cellules épendymaires dans les cas chro- 
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niques est fréquente, surtout chez les jeunes sujets, et peut 
aboutir & Voblitération du canal. 

Les lésions des parois vasculaires sont nettement moins mar- 
quées que dans la paralysie générale. La prolifération de |’endo- 
ihélium et les dégénérescences hyalines, si fréquentes dans la 
paralysie générale, sont rarement constatées quelle que soit la 
durée de l’infection ; il en est de méme de l'endartérite, des 
néoformations capillaires et des cellules en batonnets. La dégé- 
nérescence granuleuse des lymphocytes et des plasmocytes 
dans les espaces périvasculaires est fréquente. Les peliles 
hémorragies capillaires se rencontrent dans toutes Jes formes 
cliniques de trypanosomiase et paraissent dues a une obstruc- 
tion mécanique parasitaire. 

Les dégénérescences parenchymateuses primitives qui s’ob- 
servent dans la paralysie générale au niveau de la substance 
grise du cortex ne surviennent que tardivement et exceplion- 
nellement dans la maladie du sommeil ot elles sont toujours 
postérieures aux lésions interstitielles. Limitées & quelques élé- 
‘ments, les lésions cellulaires se traduisent par la chromatolyse, 
Vatrophie des dendrites, le déplacement du noyau et parfois la 
destruction par neuronophagie. Mott pense que ces allérations 
sont dues a la toxémie ou a lanémie par manque d’oxygéne; 
Vinfiltration périvasculaire, la premiére en dale, géne la circu- 
lation de la lymphe qui apporte aux neurones les substances 
nutritives et principalement l’oxygéne. Les lymphatiques, dont 
la lumiére est rétrécie et l’'endothélium proliférant, utilisent 
pour leur propre compte une partie de l’oxygéne destiné aux 
neurones. Ceux-ci, privés de leur ravitaillement habiluel et 
trés sensibles & cette privation, réagissent par une diminution 
de leur aclivité fonctionnelle. De sorte qu’en définitive, c’est la 
périvascularite qui entraine la Iéthargie. Cette lésion n’est 
jamais aussi intense et aussi diffuse dans les couches sous-cor- 
ticales du cerveau du paralytique général. 

Louis Martin et Darré précisent, en 1911, que les lésions ner- 
veuses de la trypanosomiase sont diffuses, étendues & tout l’axe 
encéphalo-médullaire, rappelant celles de la paralysie générale 
(infiltrations périvasculaires, lésions des vaisseaux, infiltrations 
méningées, prolifération névroglique, lésions des cellules et 
des fibres nerveuses). Malgré cette diffusion, elles prédominent 
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généralement en tel ou tel point du névraxe, d’ot des aspects 
cliniques différents. Le cervelet est un des sieges d’élection des 
lésions trypanosomiasiques et il est commun de noter de bonne 
heure le signe de Romberg, des vertiges et un certain degré 
d’asynergie cérébelleuse. 

F. Mesnil et Bourret signalent, en 1914, qu'un bélier infecté 
expérimentalement avec Tryp. gambiense présenta des troubles 
cérébraux nets. L’examen histologique, fait par Manouelian, 
montra l’inflammation de la pie-mére et l’infiltration périvas- 
culaire des petits vaisseaux cérébraux; les cellules nerveuses 
étaient peu altérées. Ces lésions semblaient indiquer que 
l’animal succomba a une forme cérébrale de la trypanosomiase. 

Dans un travail exécuté au Cameroun en 1913-1914 et publié 
en 1921, Reichenow étudie le comportement des trypanosomes 
dans le sang et le liquide céphalo-rachidien. En ce qui concerne 
ce dernier, il insiste sur la lymphocytose précoce et la présence — 
des cellules mtriformes de Christy. Ces éléments qui auraient 
une réelle valeur diagnostique répondraient & une dégénéres- 
cence vacuolaire des lymphocytes. Reichenow a constaté que 
les symptOmes nerveux ne sont pas toujours contemporains 
de la pénétration des trypanosomes dans le liquide céphalo- 
rachidien. I] peut y avoir une période latente assez longue (un 
an) mais moins constante et inoins durable que dans la syphilis. 

Lefrou et Ouzilleau, en 1922, insistent sur la présence dans 
le liquide céphalo-rachidien, & un stade avancé de la maladie, 
de cellules vacuolaires & noyau de plasmocyte et de cellules 
morulées, ainsi que d’éléments intermédiaires représentant les 
divers stades évolutifs d’un méme processus de dégénéres- 
cence. 

Dans le rapport définitif de la Commission internationale de 
la trypanosomiase humaine, publié en 1928 par la Société des 
Nations, Perruzzi décrit et commente les observations anatomo- 
pathologiques faites sur des cercopithéques inoculés avec 
Trypan. gambiense. Trois types de manifestations (chroniques, 
rapides ou intermédiaires) ot le systéme réticulo-endothélial 
réagit toujours vivement : lésions du type granulomateux ten- 
dant & la sclérose. 

Les plexus choroides sont le siége de localisations précoces, 
extra-vasculaires des trypanosomes trés virulents qui pénétrent 
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en grand nombre dans le liquide céphalo-rachidien ov ils sont 
rapidement détruits. A la longue cependant, la teneur en pro- 
téides du liquide s’éléve, les parasites y sont décelables et la 
méningo-encéphalite devient manifeste. On trouve alors dans 
le liquide céphalo-rachidien des cellules mtriformes, & globes 
hyalins fuchsinophiles, analogues a celles qu’on trouve dans 
les granulomes. L’auteur s’attache a différencier ces aspects 
cellulaires de celui des corps de Russell. Les grains de ces der- 
niers prendraient le Gram, les cellules miriformes ne restant 
pas colorées par cette méthode. L’origine névroglique de ces 
cellules est pour lui la plus fréquente et cette transformation 
entraine des altérations des cellules ganglionnaires dans la 
substance grise du bulbe, de la protubérance et des noyaux 
basilaires. 

L’auteur note aussi les lésions du myocarde dues 8 la pullu- 
lation fdes parasites en dehors des vaisseaux et caractérisées 
par une infiltration diffuse 4 mononucléaires (lympho- et plas- 
mocytes) et une sclérose progressive en foyers. 

Les lésions des organes hématopoiétiques, du type hyperpla- 
sique et hémorragique, dans les trypanosomiases virulentes a 
évolution rapide sont infiltratives et sclérosantes dans les 
formes prolongées. 

Dans un travail récent (1933), Booremans et Van Bogaert 
décrivent l’évolution chez un Européen de quarante-huit ans, 
ayant fait de longs séjours au Congo, d’une trypanosomiase 
tardivement révélée par des troubles nerveux trés accusés et 
assez complexes : céphalée intense, irritabilité et troubles de 
la marche au début, excitation sexuelle suivie d’impuissance, 
confusion mentale, hallucinations visuelles et délire onirique, 
puis, & la période terminale, épisodes de somnolence et de 
catatonie alternant avec des bouffées d’excitation et de fugues. 
La mort survint brusquewent du fait d’une pneumonie inter- 
currente. 

L’autopsie montra une injection pie-mérienne modérée sans 
hydrocéphalie, une infiltration intense des noyaux gris cen- 
traux, en particulier des couches optiques; les ventricules céré- 
braux étaient remplis d’une substance gélatineuse. L’examen 
histologique montra qu'il s’agissait d’wne méningo-encéphalite 
diffuse avec infiltration méningée importante et participation 
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non moins importante de laze blanc des circonvolutions. Le 
cervelet étail atteint au méme titre que le cerveau, le bulbe et 
la protubérance étant peu touchés. 

Dans la substance grise corticale, la proliféralion vasculaire 
et l'activité réactionnelle des espaces périvasculaires contrastent 
avec l’absence de lésions importantes des cellules ganglion- 
naires. Les infillrats qui entourent les capillaires de l’arach- 
noide et de ses prolongements sont presque uniquement 
formés de plasmocytes, parfois de taille anormale, qui débor- 
dent l’adventice et peuvent se répandre dans le tissu nerveux. 
Cette extravasation est visible dans la couche moléculaire et 
au niveau des couches les plus profondes qui séparent l’écorce 
et la substance blanche sous-jacente. Les cellules en batonnets 
sont en nombre anormal. 

Liinfiltration du noyau caudé, du noyau lenticulaire, du bras 
intérieur de la capsule interne, des deux noyaux thalamiques 
esl visible l'oeil nu. Le bras postérieur, le noyau antérieur du 
thalamus, l’avant-mur, les circonvolutions de linsula sont 
moins atteints. 

Traitée par les méihodes ferriques, la région lenticulocaudée 
prend une teinte bleudtre due au dépot de pigments sidéro- 
philes. 

Les éléments cellulaires sont détruits en grand nombre a 
l'étage néo- et paléostrié et méme thalamique. 

Au niveau du cervelet, les cellules de Purkinje sont en voie 
de disparition, la couche moléculaire montre des cellules en 
batonnets; on constate l’atrophie de nombreux éléments dans 
les noyaux dentelés et une teneuranormale en lipochrome. La 
couche des grains a conservé sa densité normale. Lipomatose 
et atrophie cellulaire dans les noyaux latéraux du bulbe, les 
olives, les noyaux arqués. 

Cette méningo-encéphalite diffuse chronique & grosses 
infiltrations plasmocytaires pouvait faire penser & une para- 
lysie générale & prédominance striée. L’atteinte marquée de 
certains noyaux gris, l'intensité des réactions périvascu- 
laires, la présence de nombreuses cellules en batonnets, 
la. miehease en pigments sidéro philes étaient en faveur de ce 
diagnostic. 7! 


Toutefois, le Bordet-Wassermann négatif dans le sang et le 


’ 
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liquide céphalo-rachidien, les lésions importantes de la sub- 
stance blanche, labsence totale de spirochétes aprés nitratation 
devaient faire écarler la syphilis au profit d’une autre maladie 
capable de produire des lésions nerveuses de méme ordre, la 
trypanosomiase. Les auteurs se référent au travail de Spiel- 
meyer pour préciser les caractéres particuliers des centres 
nerveux des malades du sommeil et insistent sur deux points 
sur lesquels l’auteur allemand avait atliré l’attention : les cel- 
lules muiriformes et la prolifération névroglique. 

En ce qui concerne les cellules miriformes (mulberry cells, 
morular cells) les auteurs belges les ont retrouvées avec leurs 
caractéres habituels et ont constaté l’existence de formes de 
transition les reliant aux plasmocytes. Par contre, ils n’ont pu, 
par les méthodes de Penfield et de Bielchowski, vérifier l’ori- 
gine névroglique ou microglique que Perruzi leur avait attribuée 
a la suite d’Eisath. 

La désintégration des noyaux gris centraux a entrainé, dans 
ce cas particulier, des altérations névrogliques importantes et, 
sans doute, exceptionnelles. A cdté des éléments microgliques 
dont quelques-uns se transforment en corps granuleux, a cdté 
des cellules de macroglie fibreuse et protoplasmique, les auteurs 
ont trouvé une masse énorme de macrophages d'origine lympho- 
plasmocytaire, bourrés de granulations lipopigmentaires, et, 
au centre de ces plages granulomateuses, de véritables cavités 
kystiques, eee confluentes, remplies de substance colloide, 
gui tendent a diffuser dans les cavités ventriculaires. 

Dans cette observation, nous retrouvons la méningo-encé- 
phalite trypanosomique avec l’infiltration plasmocytaire diffuse 
et périvasculaire, les cellules morulées et la prolifération 
microglique, déja signalées par de nombreux observateurs. Par 
contre, la dégénérescence microcavitaire & contenu colloide 
des noyaux gris centraux ne fait pas partie du cortége habituel 
des lésions nerveuses relevées dans la maladie du sommeil, et 
il faut peut-étre en chercher |’explication dans l’intervention 
d’un facteur pathogéne ou toxique surajouté (paludisme, alcoo- 
lisme?). 
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Deuxiéme partie. 
Etude clinique et neuro-pathologique de deux cas nouveaux. 


Tels sont, rapidement exposés, les faits constatés par nos pré- 
décesseurs, aprés application des techniques neuro-patholo- 
giques a l'étude des cerveaux trypanosomés. 

Voici maintenant l’observation clinique et les résultats de 
l’examen histologique des deux cas qu'il nous a été donné 
d’étudier récemment. 


A. — ErubeE CLINIQUE. 


Ossgrvation I (due 4 Vobligeance du D* Mercier). — Le nommé P..., 
originaire de Bala (Guinée francaise), incorporé le 22 octobre 1929, a lage de 
dix-neuf ans, s’embarque a Konakry le 8 mai 1930 & destination de Philippe- 
ville, ou il arrive le 23 mai et est affecté au 10¢ régiment de tirailleurs séné- 
galais (2° bataillon a la Goulette). 

Son séjour en Tunisie dura trois ans. 

Pendant cette période, ses indisponibilités pour raisons de santé sont fré- 
quentes; il est traité 4 linfirmerie du corps du 23 décembre 1930 au 
46 janvier 1931 pour amaigrissement, puis, du 23 janvier 1934 au 26 février, 
pour le méme motif. En 1932, il est fréquemment exempté de marche, du 
fait de son état de dépression et d’asthénie. 

Pas |d’hospitalisation avant le 4 mai 1933. I] est vrai qu’il avait été affecté 
comme planton au vaguemestre; il remplissait ces fonctions peu pénibles 
correctement, sauf dans {les quinze jours qui précédérent son entrée a 
Vhdépital; il aurait commis, 4 ce moment, quelques erreurs, peu ,graves 
dailleurs, dans la distribution du courrier. I] aurait eu aussi, 4 cette époque, 
des lipothymies. 

Admis a l’infirmerie le 3 mai, il est évacué le lendemain sur l’hépital du 
Belvédére avec le diagnostic suivant : « état général médiocre, amaigrisse- 
ment progressif, faiblesse cardiaque, chaine ganglionnaire carotidienne ; 
suspect de tuberculose. » 

Dans observation médicale établie pendant son séjour a l’hdpital de Phi- 
lippeville, nous relevons l’absence de troubles respiratoires ou circulatoires 
décelables a l’auscultation ou a l’'examen radioscopique, une splénomégalie 
nette sans hépatomégalie, une micropolyadénopathie sous-maxillaire, sus- 
hyoidienne, carotidienne, rétro-claviculaire, axillaire et inguinale. Aucun 
trouble n’est signalé du cété du systéme nerveux. 


Un examen hématologique en date du 19 mai fournit les renseignements 
suivants : 


Numeération globulaire : 


Hématies: 205... 02 ae einen oy eae 3.450.000 
Leucocytes 0502 eisee tees ste eee 40.000 


eae ktes Nace Aiken ds 85 
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Formule Jeucocytaire : 


Polynucléaires neutrophiles p. 100 


Rr; Gere g ter ore Renna 49 
Polynuclésiresracidophilesiee - 46s s' ss. cs nee 4 
SvmPHOCVKES Bee hey Gee terete aa tere oe ee ae 39 
NIG MOGI ESTE Raley sks ieee mee eee ieee ta ner PLT STE ae ul 


Aucune amélioration ne se dessinant dans l'état du malade, célui-ci est 
évacué le 25 mai 1933 sur Marseille, aux fins de rapatriement. Arrivé X Mar- 
seille le 27 mai, il est admis d’urgence A l’hopital Michel-Lévy en raison de 
la gravité de son état. 

Examiné dés son entrée, il apparait cachectique et émacié; les yeux sont 
fixes, les machoires contraclées; pas de raideur de la nuque; pas de Kernig, 
pas dexagéralion des réflexes cutanés. ll ne répond A aucune des questions 
qui lui sont posées. Traitement d’urgence et symptomatique (huile camphrée, 
caféine, bouillottes). 

Le 28 mai, un examen rapide montre une micropolyadénopathie généra- 
lisée, les ganglions sont élastiques, rénitents, sans périadénite. On note de 
la tachycardie; les bruits du cceur sont sourds, sans souffles, sans frotte- 
ments péricardiques. Rien a retenir de l'examen des poumons. L’abdomen 
est rétracté, le foie et la rate sont hypertrophiés. L’état de prostration du 
sujet, latonie du regard, l’adénopathie, la tachycardie et l’émaciation 
orientent le diagnostic vers la possibilité d’une trypanosomiase nerveuse au 
terme de son évolution et le pronostic apparait tres sombre. 

La ponction d’un ganglion de la chaine cervicale gauche permet de pré- 
lever une goutte de lymphe qui, examinée 4 |'étal frais, montre au micros- 
cope de nombreux trypanosomes. Il est procédé, séance tenante, a une 
rachicentése, et l’on préléve 10 cent. cubes de liquide céphalo-rachidien, en 
hypertension manifeste et parfaitement limpide. La numération des leuco- 
cytes a la cellule de Malassez indique 354 éléments par millimétre cube; 
quelques trypanosomes vivants sont apercus au cours de la numération; le 
taux d’albumine est de 0,85 p. 1.000. 

Il s’agit done d’une méningo-encéphalite trypanosomique chronique a la 
phase terminale. Elle évolue chez ce tirailleur, originaire de la Guinée ot la 
maladie est endémique, trés vraisemblablement depuis son incorporation 
(octobre 1929). L’état général, a cette Epoque, ne présentail pas de trouble 
susceptible de retenir l’attention du médecin chargé de suivre les opérations 
de recrutement. Le noir d’Afrique n’attache pas grande importance aux réac- 
tions fébriles non plus qu’aux troubles fonctionnels passagers. Il n’est donc 
pas surprenant que la fiévre d’invasion ait passé inapergue. 

Pendant les trois années passées au 10° régiment de tirailleurs, l’amai- 
grissement continu et progressif parait seul avoir retenu l’attention des 
médecins qui ont eu a examiner P... 4 l'occasion de ses indisponibilités ; 
les crises de sommeil caracléristiques et & peu prés constantes au stade 
nerveux de l’infection leur ont échappé et le malade ne parail pas s’en étre 
plaint. De sorte que ce trypanosomé n’a jamais été soumis au traitement 
spécifique de la maladie. 

Il recut cependant a Marseille, la veille de sa mort qui se produisit le 
29 mai, 50 centigrammes de tryparsamide, injectée prudemment par voie 
intraveineuse, sans réaction appréciable. 

- Dans la demi-heure qui suivit la mort, tous les groupes musculaires des 
membres, du tronc et de la face présentérent des soubresauts, des contrac- 
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tures fibrillaires, d’abord violents et fréquents, qui s‘éleignirent progressi- 
vement. 

A l'autopsie, pratiquée aprés formolage in situ des centres nerveux, les 
constatations suivantes ont été nolées : 

« La calotte eranienne, non adhérente a4 la dure-mére, est enlevée sans 
difficulté; 'encéphale la remplissait normalement; la dure-mére, uniformé- 
ment tendue, de coloration normale, montrait des vaisseaux turgescents; la 
moelle épiniére ne présentait ni adhérences, ni hémorragies, ni autres lésions 
apparentes. 

Poumons sains; pas d’épanchement dans la cavité pleurale ; le coeur et le 
péricarde n’offrent 4 l'oeil nu aucune altération notable. 

-Le foie est un peu gros, la rate neltement hypertrephiée et de consis- 
tance ferme; les reins.sans lésion apparente et faciles 4 décortiquer ». 


Oxservation II. — G. B..., né, en 19114 A Gargou, canton de Tenkodoge 
(Haute Volta). Engagé pour cinq ans, le 17 avril 1931, poids 64 kilo- 
grammes pour une taille de 1 m. 69. Hospitalisé peu aprés, le 6 mai 1931, 
a Ouagadougou pour des accés de fiévre sur Jesquels nous sommes 
assez mal renseignés: sort de l’hdpital le 9 juin. En décembre 1931, il est 
dirigé sur Grand-Bassam qu'il quitte le 18 février ued a destination de Bor- 
deaux ot il arrive le 2 mars et est rembarqué le 10 & Saint-Nazaire pour la 
Guyane. Ilarrive 4 Cayenne le 30 mars 1932. 

Au début de son séjour en Guyane, il est considéré comme un trés bon 
tirailleur, et désigné pour suivre le peloton des éléves caporaux. Cepen- 
dant il a:encore de la fiévre, peu élevée, irréguliére. tenace, qui l’améne a 
Vhopital et l’'y retient du 25 aout au 15 octobre 1933. De nombreux examens 
de sang ne parviennent pas a déceler d’hématozoaires. La syphilis est envi- 
sagée; de fait, la réaction de Bordet Wassermann donne un résultal trés 
positif et indice au Vernes est élevé : 31-42. Un traitement prolongé au 944 
n'améliore guére le malade qui sort de l’hépital trés asthénique et conlinue 
a maigrir; son apathie contraste avec l’ardeur qu’il manifestait au début de 
son séjour; on est forcé de le relever bientdt de tout service actif et de 
Vaffecter 4 l’atelier du tailleur. Le déclin continu de ses forces et de nou- 
velles poussées fébriles le font hospitaliser le 23 novembre 1933. 

On constate, 4 ce moment, la présence de nombreux ganglions cervicaux et 
axillaires, petits et durs, une ampliation thoracique insuffisante et une ins- 
piration saccadée. Ces symptdmes, joints a la cachexie progressive, font 
songer a la tuberculose et le rapatriement est décidé. A l’arrivée 4 Saint- 
Nazaire le 20 janvier 1934, le malade est dirigé sur 'hépital de Bordeaux ou 
une radiographie ne montre pas de lésions pulmonaires; l’ombre du coeur 
est élargie et abaissée. Le billet d'évacuation sur I’hopital Michel-Lévy a 
Marseille porte les indications suivantes : « Mauvais état général, amaigris- 
sement continu, état subfébrile, obscurité respiratoire des sommets et des 
régions hilaires. » 

A, Ventrée a l'hépital, 4 Marseille, le malade est émacié, son regard est 
vague, le visage est décharné, le corps squelettique, la peau séche et squa- 
meuse. 

L’auscultation des poumons révéle une diminution du murmure vésicu- 
laire aussi marquée aux sommets qu’aux bases; ni toux, ni expectoration. 
Hypotension vasculaire : Max. 11 Min. 7. 


Pas d'hypertrophie notable du foie ni de la rate; pas de troubles de la 
fonction rénale, 
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U’examen du systéme nerveux est plus intéressant : 

La marche est lente, figée, 4 pelits pas, sans incoordination motrice; tous 
les mouvements passifs sont possibles; les mouvements actifs sont trés 
lents; la force mnsculaire trés diminuée. La percussion des muscles pro- 
voque des tremblements fibrillaires. Pas de tremblements au repos, mais les 
mouvements volontaires s’accompagnent de rapides oscillations, peu élen- 
dues, en masse, n’ayant pas l'amplitude du tremblement intentionnel de la 
sclérose en plaques, par exemple. Pas de mouvements choréiques~ou athé- 
tosiques. Pas de troubles de l’équilibre stalique ou cinétique. 

Il existe une exagération incontestable des réfiexes tendineux et cutanés: 
Pexcitation de la plante du pied provoque une brusque flexion des orteils. 
Réflexes pupillaires normaux; pas d’Argyll-Robertson. 

Hyperesthésie trés accusée, le moindre contact est douloureux; la percus- 
sion osseuse est trés pénible et le choc le plus léger du marteau a réftexes 
déclenche des plaintes et une grimace significative. 

L’exploration des fonctions psychiques est impossible. Le malade reste 
couché, immobile et silencieux, ne répondant pas aux questions dé ses 
voisins. 

Ce tableau clinique fait penser 4 la phase terminale de l’encéphalite trypa- 
nosomique et les recherches sont immédiatement orientées dans ce sens 
La ponction ganglionnaire nest pas possible, les ganglions, nombreux, étant 
petits et fibreux. ; 

L’examen du sang montre une auto-agglutination nette des hématies; pas 
de trypanosome méme apres triple centrifugation. 

Mais le liquide céphalo-rachidien, hypertendu, contient des trypanosomes, 
85 leucocytes au millimétre cube et 0 gr. 60 d’albumine p. 1.000. 

Il s'agit done bien dune trypanosomiase nerveuse chronique qui a succédé 
vraisemblablement & l’infection fébrile constatée deux ans et demi aupara- 
vant et qui ne s'est manifestée par aucun des signes habiluels, en dehors de 
Vamaigrissement et de la fiévre. 

La malade recoit le 9 février 1 gramme de tryparsamide par voie intravei- 
neuse, puis une nouvelle dose égale le 12 février; cette fois injection est 
suivie d'une réaction fébrile (40°) qui céde le lendemain. Mais un écoulement 
purulent apparait au niveau des deux conduits auditifs externes et les mas- 
toides sont douloureuses. L'état général s’aggrave et apres une période de 
coma et d’hyperthermie (4199) le malade succombe le lendemain 14 février 
vers midi. 

L’autopsie, pratiquée par le Dt Varneau, permet les constatations sui- 
vantes : 

Quelques adhérences de la dure-mére au niveau des régions pariétales. 
Turgescence des vaisseaux méningés. 

Extraction facile de la moelle et de ses enveloppes non adhérentes. 

Pas de lésions macroscopiques du poumon ni du ceeur, pas d’épanche- 
ment pleural ou péricardique. 

Foie et rate, de poids et de eonsistance normaux, ainsi que le rein. 


B. — ExAmEN MACROSCOPIOUE. 


Gas n° 14. — Le cerveau est nettement cedématié, son aspect constitue un 
véritable état d’ « Hirnschwellung » des auteurs allemands. La surface des 
hémisphéres, trés lisse, est A peine interrompue par les scissures et les 
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sillons qui la parcourent. La méninge molle est le siége d'une leptomé- 
ningite diffuse mais peu épaisse, qui laisse entrevoir avec netleté la fine 
injection des capillaires dessinant des arborescences plus ou moins étoilées. 
Le long des vaisseaux et parliculigrement des veines méningées, l’épaissis- 
sement de la pie-mére se traduit par de fines trainées blanchatres. On 
détache facilement la méninge molle de !hémisphére sans provoquer d’éro- 
sion du cortex. 

Les lésions de leptoméningite sont tout aussi marquées a la face interne 
des hémisphéres qu’au niveau de la convexité cérébrale. Le cervelet offre un 
volume normal. Il existe une légére méningite basilaire et cérébelleuse. 

Nous n’avons pas observé d’épendymite granuleuse, les noyaux gris cen- 
traux sont normaux, les ventricules sont indemnes de toute distension. 

On ne découvre aucune trace de lésion focale, ni hémorragie, ni ramolis- 
sement. 


Cas n° 2. — Il existe peu de lésions macroscopiquement décelables. La 
vallée sylvienne est nettement dessinée. Les scissures et les sillons déter- 
minent a la surface des hémisphéres les dépressions habituelles. On ne peut 
noter aucun degré d'cedéme ni d'atrophie. Tout ce que l’on peut constater est 
un léger louche de la pie-mére, surtout accentué au niveau de la région 
frontale et de la face inférieure du cervelet. 

La consistance du cerveau est normale. Les ventricules ne sont pas dis- 
tendus. Ni hémorragie, ni ramollissement. 


Nos deux cas ne sont donc pas superposables au point de 
vue macroscopique. Le cas n° 1 est de beaucoup le plus évolué 
et offre des lésions indiscutables de leptoméningite diffuse. Ce 
cerveau rappelle celui de comitiaux morts en état de mal, par 
Vcedéme et l'injection capillaire. 

Quant au cas n° 2, son aspect est sensiblement normal, la 
leptoméningile est & peine ébauchée. 

Tous deux sont purs de !ésions focales ou contingentes. 


C. — EXaMEN HISTOLOGIQUE. 


1° MopiFicaTIONS DES KLEMENTS NEURO-GANGLIONNAIRES. — Nous 
nous sommes particuligrement attachés a l’étude des cellules 
nerveuses du cortex cérébral. C’est évidemment a la méthode 
de Nissl que nous avons donné la préférence : elle seule permet 
une étude précise des lésions cytologiques les plus fines, comme 
des modifications possibles de l’architectonie. La méthode 
neuro-fibrillaire de Bielchowsky permet une étude complé- 
mentaire des mémes éléments. 

Les allérations neuro-ganglionnaires sont éminemment 
variables en nature et en intensité selon la région de l’écorce 
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considérée et la couche de Brodmann étudiée. Néanmoins il 
faut rejeter tout espoir de systématisation des lésions corti- 
cales aussi bien en surface qu’en protondeur. Tous les lobes 
hémisphériques, toutes les circonvolutions sont frappés, aussi 
bien d'un coté que de l’autre. S’il y a une prédominance en un 
point de l’écorce, elle cesse bientdt quelques millimétres plus 
loin. On ne retrouve donc pas dans la trypanosomiase hu- 
maine une fragilité de certains systémes. 

En profondeur, nous n’avons pas observé de prédominance 
de certains types Iéstonnels. Spielmeyer considére que les 
lésions cellulaires les plus graves atteignent surtout les régions 
profondes de la corticalité, 14 ot sont les plus grands infilt) ats 
vasculaires. Il est indéniable que les grosses périvascularites 
siégent surtout dans les couches les plus profondes de |’écorce 
cérébrale, de la quatriéme & la sixiéme couche de Brodmann, 
et que, d’autre part, les lésions de tous Jes éléments nerveux et 
inlerstitiels atteignent leur maximum au voisinage de ces 
infiltrals. Mais les grosses périvascularites lais<ent entre elles 
de larges espaces au niveau desquels les cellules neuro-gan- 
glionnaires ne présentent pas de lésions particuliérement 
intenses. On voit donc avec quelle réserve nous admettons le 
schéma de Spielmeyer. Si les lésions maxima siégent surlout 
dans les couches profondes de l’écorce, elles y sont en rapport 
étroit de voisinage avec les grosses lésions vasculaires. Ce que 
nous disons des altérations neuro-ganglionnaires peut d’ail- 
leurs se répéter pour d’autres éléments, interstitiels, névro- 
gliques, microgliques, etc. 

Sil’on compare cette distribution des lésions avec celle qu’on 
observe dans la paralysie générale, on se rend compte qu'elle 
est en quelque sorte inverse. Dans la paralysie générale, en 
effet, ce sont surtout la couche moléculaire et les couches des 
cellules pyramidales petites et moyennes qui montrent les 
lésions les plus marquées de rétraction, d’hyperchromatose, de 
sclérose chronique. D'une maniére générale, nous avons été 
surpris en constatant que, dans nos deux cas de trypanosumiase, 
méme dans le plus évolué, les lésions neuro-ganglionnaires du 
cortex sont loin d’égaler en intensité celles de la démence para- 
lytique. Elles restent d’une maniére générale moins poussées 
que daas cette affection. Une telle constatation va i l’encontre 
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de l’assimilation étroite que l'on a coutume d’établir au point 
de vue anatomo-pathologique entre la paralysie générale et la 
maladie du sommeil. 

Au point de vue élémentaire, le type dégénératif le plus fré- 
quent au niveau des cellules nerveuses de la corticalité cérébrale 
est constilué par la ¢wméfaction aigué (Aleute schwellung des 
auteurs allemands). Cette lésion, qui, dans la paralysie générale, 
frappe surtout les grandes cellules pyramidales et les cellules 
polymorphes des couches plus profondes, se trouve, dans nos 
cas de trypanosomiase, extrémement diffuse. Il s’agit d’une 
lésion élémentaire, isolée par Nissl, et caractérisée par une 
augmentation de volume notable des cellules dont quelques- 
unes prennent un aspect globuleux. Les limites du corps cel- 
lulaire restent, dans tous les cas, parfaitement bien détinies. 
La coloration globale de la cellule est généralement plus foncée 
qu’a l'état normal. La substance fondamentale, l’hyaloplasma, 
qui normalement reste incolore, se teinte en bleu par la 
méthode de Nissl et d’une fagon générale avec les colorants 
basiques. Les grains et granules de la substance chromidiale 
disparaissent progressivement et se dissolvent en une matiére 
finement poussiéreuse. Bientdt toute la cellule semble vidée de 
sa substance chromidiale dont il ne persiste que quelques gra- 
nulations périphériques. 

La basophilie exceptionnelle du hyaloplasma neuroganglion- 
naire se manifeste également au niveau des dendrites qui 
apparaissent avec une grande netteté, quelquefois avec plu- 
sieurs branches de ramifications. Cet aspect est particulié- 
rement net au niveau de certains éléments de la corne 
d’Ammon. 

La tuméfaction aigué frappe la plus grande partie des cel- 
lules neuroganglionnaires de l’axe cérébro-spinal; cortex, 
noyaux gris centraux, tronc cérébral, cervelet, sont également 
touchés. 

Devant une telle diffusion des lésions de ce type, on peut les 
rapporter, comme le supposent Mott et Spielmeyer, & une 
influence toxique. C’est la une lésion extrémement banale qui 
s’observe dans la plupart des maladies infectieuses. Peut-étre 
méme est-elle de nature agonique, car on l’observe dans la 
plupart des cas ot la mort a été précédée d’hyperthermie. 
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Omkorow, disciple d’Alzheimer, a pu réaliser expérimentale- 
ment ce type de lésion cellulaire. 

Un autre type de lésion également assez répandu consiste 
dans Vatrophie neuro-ganglionnaire. Le volume de la cellule 
est trés restreint, surtout transversalement. La substance chro- 
midiale a subi une lyse trés poussée, I’hyaloplasma est 
incolore. Il ne persiste plus de net que la base et les angles 
latéraux de la cellule dont le sommet est comme tronqué. Le 
noyau est d’abord bien dessiné avec nucléole apparent. 
Ultérieurement, il montre lui aussi des signes nets d’atrophie, 
il se plisse légérement, on observe Peet nanent a sa surface 
une longue bande linéaire de chromatine telle que l ont décrile 
1. Bertrand et Charobski (1) dans des encéphalites épidémiques 
prolongées & forme parkinsonienne. I] y aune disproportion 
nette entre le noyau presque indemne et la cellule tronquée et 
atrophiée. Dans un dernier stade, les limites du ee hyper- 
chromatique s’estompent, il ne persiste plus qu’une sorte de 
fantoéme cellulaire indistinct. 

Il est intéressant de voir ici réunis les deux types dégénéra- 
tifs que Jakob associe étroitement dans les lésions corticales. 

Nous étudierons ultérieurement en détail les réactions 
de la névroglie, de loligoglie et de la microglie; disons 
seulement que dans le type atrophique ou chrenique des 
lésions neuroganglionnaires il existe généralement une mul- 
tiplication des divers éléments satellites qui entourent plus ou 
moins complétement Ja cellule, 4 tel point qu’il est parfois 
difficile de Videntifier. 

Nous avons observé assez rarement une /onte spongieuse de 
1’élément neuroganglionnaire. Cet aspect exceptionnel (Wadbige 
Zellerkrankung de Nissl) est encore plus facilement décelable 
sur préparations au Bielchowski qu’avec la méthode de Nissl. 
I] consiste dans la présence de vésicules ou de vacuoles a l’in- 
térieur du protoplasma qui prend un aspect alvéolaire. Géné- 
ralement, les vésicules ont une topographie marginale, & la 
base des pyramides et finissent par gagner tle proche en proche 
le reste du protoplasma. 


(1) I. Berrranp et Cuarosski. — Les lésions corticales dans les syndromes 
parkinsoniens post-encéphalitiques. Revue Neurologique, aout 1929, p. 172. 
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Quant aux figures de liquéfaction cellu/aire qui caractéri- 
sent le schwere zellverdnderung de Nissl, lésions graves, irré- 
versibles, dans lesquelles l'hy;erchromatose du noyau conduit 
rapidement & la caryorexie, nous ne les avons jamais observées 
d’une maniére nette. Dans aucune cel'ule nous n’avons reconnu 
les petits anueaux intraproloplasmiques (Néssliche ringelchen) 
qui caractérisent ce type de lésion. De méme, les fragmenta- 
tions cellulaires, les figures de neuronophagie signalées par 
Spielmeyer n’ont pas été vues par nous. Il est vrai que nos 
deux cas n’étaient pas compliqués de méningite terminale et 
quiil n'existait ni hémorragies, ni ramollissement, méme loca- 
lisés. 

La surcharge graisseuse ou pigmentaire, recherchée par le 
scharlach ne nous a paru & aucun moment excessive et dépas- 
sant ce qu'il est commun de voira l’dge de nos malades. 

Les neurofibrilles intracellulaires, étudiées par la méthode 
de Bielchowski, révélent des modifications importantes. Dans 
les couches superficielles de 1 écorce, c'est a-dire au niveau des 
petils éléments neuroganglionnaires, les neurofibrilles sont & 
peine perceptibles. Au niveau des grosses cellules des couches 
profondes, elles forment un réseau avec points nodaux et offrent 
un aspect pseudo-alvéolaire. Ko aucun cas, il n’a été observé 
de fibrolyse nette. 


2° Les PERIVASCULARITES ET LES INFILTRATS MESODERMIQUES. — 
Dans la maladie du sommeil, les lésions vasculaires sont 
extrémement étendues. Elles atteignent une intensité absolu- 
ment exceptionnelle qui dépasse celle qu'on a coutume d obser- 
ver dans la paralysie générale et méme dans l’encéphalite de 
von Economo. On ne peut guére les comparer, & notre avis, 
en intensité et en dilfusion, qu’aux périvascularites de la 
maladie de Borna. 

Nos deux cas étant libres de toute infection secondaire, 
nous pouvons considérer les réactions vasculaires comme 
entiérement imputables a la trypanosomiase et en étudier avec 
intérét la formule histologique. 

Précisons d’abord uu point de terminologie. Spielmeyer, 
dans son Mémoire de 1908, considére que les infiltrats périvas- 
culaires dont on parle habituellement n’existent pas en réalité, 
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puisque ces infiltrats occupent suriout l’espace lympbatique 
adventitiel des vaisseaux. Nous sommes entidrement d’accord 
avec cet auteur; mais depuis plusieurs années l'usage a prévalu 
de désigner ce genr: de lésion sous le nom de périvascularite. 
Depuis l’encéphalite ¢pidémique et les études anatomiques 
qu'elle a suscitées, tout le monde s’enlend sur la topographie 
adventitielle des lésions et on emploie le terme de périvascu- 
larite sans aucune espéce de restriction. 


Fic. 1. — Capillaires de l’axe blane entourés de plasmocytes et corps 
morulés disséminés. (Coloration hémalun-érythrosine-safran. Grossisse- 
ment : 85.) 


La distribution des périvascularites est irréguliére. I] n’existe 
pas de régions, ni de lobes cérébraux, qui soient indemnes. 
Nous n’avons pas retrouvé l’integrité relative de l'axe blanc 
signalée par Spielmeyer. II suffit de jeter un coup d’eil sur 
nes préparations pour se rendre compte que les plus gros 
infiltrats siégent précesément dans l'axe blanc des circonvolu- 
tions. Par survroil, les régions profondes de l’écorce sont égale- 
ment atteintes. 
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Nous ne pouyons donc comprendre la prédominance remar- 
quable des lésions observées par Spielmeyer au niveau des 
couches les plus profondes de |’écorce. Nos cas different d ail- 
leurs des siens non seulement & ce point de vue, mais aussi 
par l’absence presque compléte de corps morulés dans l'écorce 
et leur localisation & peu prés exclusive dans la substance 
blanche. Pour expliquer des divergences aussi importantes, il 
faut sans doute faire intervenir divers facteurs susceptibles 


Fic. 2. — Infiltrat plasmocyltaire dans la gaine adventitielle d'un vaisseau. 
(Coloration hémalun-érythrosine-safran. Grossissement : 83.) 


d'influer sur la topographie et la prédominance des lésions. 
C’est ainsi que P. Booremans et L. Van Bogaert (1) ont décrit 
chez un Européen un syndrome extrapyramidal sans démence, 
avec akinésie et troubles pigmentaires de la cornée et de la 
peau, forme atypique d’une trypanosomiase dans laquelle les 
lésions les plus massives étaient siluées au niveau des noyaux 
gris centraux. 


(1) Booremans et Van Bocarrt, Les manifestations extrapyramidales de la 
trypanosomiase chez l’Européen. Journal belge de Neurologie, 33, 1933, 8, p. 564. 
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On ne peut établir aucun parallélisme direct entre |’inlensité 
des lésions méningées et les infillrats périvasculaires. Si l’on 
peut reconnaitre une continuité entre les placards inflamma- 
toires méningés et les gaines de périvascularite qui s’enfoncent 
dans la substance grise, les infiltrats les plus importants, ceux 
de la substance blanche, paraissent bien indépendants de la 
lésion méningée. 

La formule histologique des périvascularites est particulié- 
rement intéressante. Il est indéniable, ainsi que tous les auteurs 
Yont reconnu depuis Franca et Mott, que les plasmocytes pré- 
dominent nettement dans les infiltrats périvasculaires. Ils sont 
bien faciles & reconnailre dans leur forme schématique & contour 
elliptique, 4 noyau excentrique ot la chromatine crotitelleuse est 
disposée en rayons de roue. Le protoplasma offre une structure 
nettement spongieuse avec une aréole claire dans le voisinage 
immédiat du noyau ; il se trouve ainsi divisé en deux zones: |’une 
centrale, claire, homogéne, juxtanucléaire ; l'autre périphérique, 
plus ou moins épaisse, plus étendue et d’aspect finement grenu. 

Le cytoplasme des plasmocytes est nettement basophile. 

Souvent exclusivement observés au niveau des petils vais- 
seaux, les plasmocytes, au niveau des grosses périvascularites, 
tout en gardant une énorme prédominance, se trouvent 
mélangés a d’autres éléments de la série lymphoide, lympho- 
cytes ou mononucléaires. Les lymphocytes sont assez rares : Ils 
sont cependant d’une haute importance car ils conslituent la 
souche initiale des plasmocytes. On trouve encore quelques 
moyens et gros mononucléaires. 

Les mastocytes sont rares; on les distingue difficilement de 
certains plasmocytes & granulations basophiles. 

Pour se rendre compte de la topographie exacte des lésions 
périvasculaires, il est utile d’employer une imprégnation élec- 
tive du tissu réliculé. Nous nous sommes servis de la méthode 
de Perdreau et de la variante d’ Achucarro-Hortega au tanin 
argentique. On reconnait alors distinctement que les divers 
éléments cellulaires sont compris dans un réseau de fibres de 
réticuline dont ils occupent les mailles. Ce réseau est manifes- 
tement d'origine adventitielle. La transformation de l’adventice 
vasculaire se fait vraisemblablement sous l'influence des toxines 
parasilaires. 
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L’endothélium est généralement tuméfié, sans qu'il exisle a 
aucun moment d’eadartérite ou de thrombose vasculaire. On 
ne trouve pas, dans la trypanosomiase humaine, méme dans 
les périvascularites les plus intenses, une transformation mas- 
sive de la paroi vasculaire en tissu lymphoblastique. L’endo- 
thélium et la couche sous-endothéliale sont généralement 
bien dessinés et nettement isolés de la tunique adventitielle 


Fic. 3. — Plasmocytes et corps morulés formant un épais manchon & un 
pelit vaisseau de Ja substance blanche. (Coloration hémalun-érythrosine- 
safran. Grossissement : 85.) 


proliférée. Ceci nous a paru constituer un caractére dis- 
tinctif avec les périvascularites de la maladie de von Economo. 

Sur des préparations traitées pour la recherche de l’oligoglie 
et de la microglie (méthode de Penfield modifiée, décrite plus 
loin) nous avons été surpris de découvrir, au niveau des infil- 
trats périvasculaires les plus importants, des éléments assez 
énigmatiques et qui n’ont pas fait jusqu’ici l’objet d'une descrip- 
tion particuliére de la part des neuropathologistes qui se sont 
occupés de la trypanosomiase humaine. Ce sont des cellules 
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trés volumineuses dont le noyau imprégné en négatif, ovalaire, 
mesure de 12 4 20 » dans son plus grand diamatre. Le proto- 
plasme de ces éléments est doué d’une grande malléabilité, il 
est finement granuleux, s’imprégne en noir par le carbonate 
dargent (mélange de Foot). Les prolongements s’insinuent 
entre les divers éléments cellulaires, avec un trajet trés acci- 
denté, certains d’entre eux constiluent de véritables enveloppes 
aux cellules qui les environnent; on trouve ainsi des plasmo- 
cytes littéralement inclus dans ces prolongements. Orientés 
dans divers plans, ceux-ci s’étendent souvent & une grande 
distance du noyau et traversent la gaine de Wirchow-Robin 
pour se terminer dans le parenchyme nerveux lui-méme. Cer- 
tains prolongements ont une disposition semi-circulaire et 
courent entre les plasmocytes réactionnels parallélement a 
Vendvthélium vasculaire. Une disposition assez fréquente est la 
suivante : l’élément imprégné électivement se trouve sur le 
versant parenchymateux de la gaine de Wirchow-Robin et 
-envoie ses prolongements le long de la paroi externe de Ja gaine. 

Quelle est la signification de ces cellules rameuses, élective- 
ment imprégnées par la méthode de Penfield? I] ne s’agit cer- 
tainement pas de corpuscules oligodendrogliques. Ou peut éli- 
miner également les microgliocytes dont le noyau s’imprégne 
en noir, n’a pas une forme ovalaire et chez lesquels le proto- 
plasma méme hypertrophié ne se présente jamais sous un 
aspect aussi 6pais et aussi granuleux. 

Etant donnée notre expérience de la méthode précédente, 
que nous avons fréquemment employée sur divers tissus lym- 
phoides humains, nous pouvons affirmer que ces cellules 
appartiennent au groupe réticulo-endothélial. On doit les con- 
sidérer comme des formes particuliéres de mononucléaires, 
tres mobiles, développés en plein tissu adventitiel aux dépens 
d’une souche lymphoblastique. Ce sont de véritables histiocytes, 
jouant certainement un réle considérable dans |’élimination 
des débris organiques. Il ne faut pas oublier, en etfet, que les 
processus de désintégration se font sans l’intervention de corps 
eranuleux d'origine microglique. Le rythme de la désintégration 
et la nature des produits cataboliques imposent d’autres for- 
mules histologiques. Les histiocytes ramifiés, électivement 
imprégnés par le liquide de Foot dans la méthode de Penfield 
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as 


modifiée, ne se voient que dans des régions particulitrement 
actives du tissu lymphoide, par exemple dans les centres ger- 
minatifs des follicules clos. 

Un fait tras intéressant consiste dans la dissémination des 
histiocytes en plein parenchyme nerveux, d une distance assez 
importante de la iésion centrale de pévivascularite. L'impré- 
enation élective de ces éléments et leur morphologie trés parti- 


Fic. 4. — Périvascularile a plasmocytes et histiocytes, ces derniers mis en 
évidence par la méthode de Penfield modifiée. Grossissement : 75. 


culiére les fait immédiatement reconnaitre et permet d’éviter 
toute confusion avec les cellules névrogliques ou oligodendro- 
gliques. 

Ces histiocytes ramifiés, tres proches morphologiquement de 
la microglie, le sont également au point de vue fonctionnel; ils 
s'adaptent aux formes les plus variées des éléments qu ‘ils 
entourent et les englobent fréquemment dans leur protoplasma. 
Leur plasticité et leur pouvoir de phagocytose les rapproche 
donc beaucoup des microgliocytes. Dans les gaines de périvas- 
cularite, les histiocytes phagocytent généralement tous les 
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débris d'origine lipopigmentaire. Leur contenu prend une 
teinte jaundtre et on pourrait les confondre avec les corps 
morulés de Mott. Ceux-ci sont également englobés fréquemment 
par les histiocytes, mais, avec le Penfield modifié, ils restent 
incolores ; il faut une coloration supplémentaire, par le liquide 
de Van Gieson par exemple, pour révéler leur présence a l’inté- 
rieur de Vhistiocyte. Dans une planche annexée & ce mémoire, 
on tronvera tous les stades de phagocytose des corps morulés 
ou des corps de Russell par la microglie et les histiocytes. On 
a également parfois la surprise de trouver inclus dans les 
histiocytes trois ou quatre plasmocytes voisins, en apparence 
indemnes, non vacuolaires. Nous pensons que ces histiocytes 
par la ténuité de leur protoplasma et leur extréme plasticité 
sont susceptibles de s’étendre sur des formations trés variées et 
d’une densité beaucoup plus grande. 

L’origine des histiocytes demande a étre précisée. Les auleurs 
classiques conservent comme un concept dogmatique la sépa- 
ration rigoureuse des tissus dérivés des divers feuillets blasto- 
dermiques. Aussi admettent-ils difficilement la migration, en 
plein parenchyme nerveux, d’éléments cellulaires de souche 
mésodermigue. C'est ainsi que Ramon Cajal décrit dans la 
paralysie générale des corpuscules hypertraphiques astériformes 
décelables avec les méthodes microgliques, et qu’il identifie & 
des corpuscules de mucroglie géante (que l'on me passe cette 
contradiction, ajoute-t-il). Cajal mentionne la présence fré- 
quente de ces éléments de microglie géante autour des vaisseaux. 
Leur morphologie est admirablement établie: « existence dans 
le protoplasma spongieux de vacuoles dans lesqueltles apparaissent 
des inclusions colorables en noir par largent, la disposition 
fréquente de robustes expansions en zigzag hérissées de courtes 
épines, la terminaison des appendices en bulbes volumineux 
accolés a l'adventice et enfin (apparition de noyaux bilobés qui 
semblent présager une division prochaine ». Par contre, Cajal 
est assez géné dans la description des rapports des éléments 
étoilés avec les vaisseaux. Si, d’une part, il congoit qu’un 
nombre assez considérable de cellules microgliales en voie 
d’émigration puissent se trouver arrétées dans la paroi des 
capillaires de gros calibre, d’autre part, il déclare qu'il n’a pu 
voir d’expansions microgliques engagées dans |’épaisseur des 
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lésions de périvascularite. « Cette indépendance de la microglie 
envers les infiltrations mésodermiques possede quelque valeur 
par rapport @ la question de Vorigine des cellules d'Hortega 
dans la paralysie générale. » 

Nous ne pouvons douter a l'heure actuelle de |’intervention 

fréquente d'histiocytes d'origine vasculaire dans les diverses 
encéphalites. Ces éléments prennent leur origine dans la parol 
adventitielle transformée en véritable tissu lymphoide. Au 
niveau des plus petits capillaires, méme sans production de 
gaine lympho-plasmocytaire, on peut voir survenir dans la 
maladie du sommeil des histiocytes rameux qui naissent aux 
dépens des péricytes de Zimmermann (1) Des figures illustrant 
ce phénoméne sout particuliérement netles et fréyuentes au 
niveau de la couche moléculaire du cervelet. Les péricytes sont 
d’ailleurs connus depuis longtemps : ce/lules périthéliales 
ad Eberth, cellules périvasculaires de Renant, cellules adventi- 
tielles de Koelliker et Marchand, de Plenk(2), on leur donne 
généralement le nom de péricytes proposé par Zimmermann. 
L. Urtubey (3), dans un travail récent, a montré leur nature 
histiocytaire et ne pense pas qu'il soil possible de démontrer 
leur transformation en cellules microgliales. Son étude morpho- 
logique montre qu'il ne doit pas y avoir de confusion enire les 
péricyles et la microglie satellite périvasculaire désignée aussi 
autrefois sous le nom de glie d’Andriezen. Jl y a 1a tout un 
ensemble de détails morphologiques du plus haut intérét pour 
étude de la barriére hémato-encéphalique dont le réle fonc- 
tionnel est indiscutable. 

Si la dissémination des histiocytes d’origine adventitielle dans 
le parenchyme nerveux constitue un phénoméne fort intéres- 
sant, on doit lui rattacher un processus tout & fait analogue : 
celui de la dispersion de nombreux plasmocytes & distance des 
périvascularites. Spielmeyer avait déja signalé Vinfiltration 
dilfuse des plasmocytes libérés des connections adventitielles. 
Ces éléments isolés sont d’autant plus fréquents que les réac- 


(1) Zimmermann, Der feinere band der blutcapillaren. Zeilschrift fiir Anat. 
und Entwickl. ges., 68 


(2) PLesk, Periziten am Capillaren des Zentralnerven system. Anatomische 
Anzeiger, 66. 


(3) Ustusey, Observaciones sobre los pericitos del systema nerv. central. 
Revista espanola de Biologica, 4, juin 1932, p. 25. 
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tions inflammatoires du voisinage sont plus intenses. Leur 
forme est souvent irréguliére, avec des coulées protoplasmiques 
rappelant les cellules amiboides d'orizine névroglique. De tré- 
quentes vacuoles de calibre variable donnent une structure spon- 
gieuse au protoplasma. On hésiterait sur la nature réelle de ces 
éléments sans l'aspect si spécial du noyau en rayon de roue ou 
plus exactement en damier irrégulier, comme le font remarquer 
G. Dubreuil et M. Fabre. 5 

Il est classique de décrire une membrane gliale immédiate- 
ment en dehors de la gaine de Wirchow-Robin, séparant ainsi 
le tissu mésodermique du parenchyme nerveux central. On a 
souvent remarqué [et l'un de nous, I. Bertrand (t), y insisle 
dans un ouvrage sur les processus de désintégration nerveuse | 
que cette barriére avait un role illusoire et ne séparait que trés 
artificiellement les tissus nerveux et mésodermiques. Au cours 
des grosses réactious périvasculaires de la maladie du sommeil, 
nous avons vu les infiltrats adventitiels et plasmocytaires 
franchir la membrane gliale et se méler aux cellules névro- 
gligues et périvasculaires. Il est possible comme le suppose 
Ramon Cajal que quelques microgliocyles soient englobés a ce 
moment dans la réaction de périvascularite, mais cela nous 
parait assez douteux. En tout cas, il est extrémement fréquent 
de voir dvs oligodendrocytes périvasculaires englobés dans le 
processus réaclionnel. Bien entendu, pour les identifier, une 
imprégnation élective est indispensable, sans quoi, ils seraient 
presque inévitablement confondus avec des plasmocytes. 

Des phénoménes trés analogues s’observent dans la couche 
moléculaire de l’écorce au contact immédiat de la méninge 
molle. De nombreux plasmocytes et histiocytes émigrés de la 
méninge pénétrent dans la couche moléculaire. Ils restent tou- 
jours mal séparés du parenchyme nerveux par la membrane 
névroglique marginale de Held, dans l’épaisseur de laquelle ils 
occupent souvent de petites loges individuelles. Kn dehors des 
lésions de périvascularite & prédominance plasmocytaire, les 
vaisseaux encéphaliques ne présentent pas de Iésions impor- 
tantes. Il existe au niveau des infillrats les plus considérables 
une tuméfaction endothéliale indiscutable, mais la lumiére vas- 


(1) I. Bertrann. Les processus de désinlégration du systéme nerveux. Un vol., 
210 pages, Masson, Paris, 1923. 
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culaire n’est pas nolablement rétrécie et il est exceplionnel de 
déceler une sclérose pariétale sous-endothéliale avec dégénéres- 
cence hyaline. Nous n’avons pas davantage observé une fré- 
quence des néoformations vasculaires avec pointes d’accroisse- 
ment qui seraient particuliérement marquées pour Spielmeyer 
dans les zones d infiltration maxima. 

En résumé, on voit quelle est la complexité des réactions 
vasculaires et comment elles empiétent largement sur celles du 
parenchyme nerveux et des éléments mévrogliques. 


3° Les corps moruLés. — Si lon examine & un fatble grossis- 
sement une préparation du cortex cérébral, colorée par l’héma- 
toxyline phosphotungstique de Mallory, l’attention est immé- 
diatement attirée par la présence de nombreux éléments 
sphéroides, volumineux, fortement colorés en bleu noiratre et 
largement disséminés dans toule l’étendue du parenchyme 
nerveux. 

Ces éléments désignés sous le nom de corps morulés sont 
bien connus depuis les travaux de Mott. Ils ont fait objet de 
discussions interminables et c’est 4 leur sujet que Jes travaux 
les plus récents s’opposent. 

Kn réalité, il ne s’agit pas véritablement d'un probléme de 
neuropathologie. Les corps morulés de Mott ne sont pas autre 
chose que les corps de Russell dont l’origine est enliérement 
élucidée. 

Les corps morulés d’ailleurs ne s’observent pas seulement 
dans le cerveau des malades morts de trypanosomiase, on les 
rencontre en nombre considérable dans tous les infiltrats plas- 
mocytaires qui existent au niveau des divers organes et viscéres 
de l'économie. C'est la une raison majeure de leur soupconner 
une origine mésodermique exclusive. Néanmoins, on peut tou- 
jours se demander si dans quelques cas les formations gliales 
ne sont pas susceptibles de donner naissance & des productions 
analogues. | 

Il faut encore savoir que les corps morulés de Mott ne sont 
nullement pathognomoniques de la maladie du sommeil. Il en 
existe assez fréquemment dans la paralysie générale, parfois 
dans la tuberculose ; Klarfeld a indiqué que la blastomycose est 
un processus oi les corps morulés se rencontrent d’une 
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maniére parliculiérement constante. On doit pourtant recon- 
naitre que, dans toutes ves affections, les corps morulés restent 
relativement peu nombreux et n’occupent pas la premiére place 
dans le tableau histopathologique. Nous avons conslalé par 
contre l'abondance vraiment extraordinaire de ces formations 
dans les trypanosomiases humaines ou expérimentales. (Le cas 
n° 1 était beaucoup plus riche en corps morulés que le cas n° 2.) 


Fie. 5. — Gaine adventitielle dun vaisseau cérébral montrant la disposition 
des plasmocytes et de deux corps morulés. (Coloration hématoxyline de 
Mallory. Grossissement : 337.) 


C’est surtout la substance blanche qui abrite ces formations. 
Les corps morulés siégent entre les tubes nerveux, en apparence 
indépendants de tout élément interstitiel, au voisinage des 
vaisseaux, et méme dans l’épaisseur des gaines les plus denses 
de périvascularite. Nous avons été frappés par la prédominance 
des lésions au niveau de la substance blanche, fait sur lequel 
n’insiste aucun auteur. Nous reconnaissons cependant que la 
subslance grise corticale n’en est pas indemne, tout en étant 
infiniment moins riche. La méninge est aussi le siége fréquent 
de corps morulés. boa 
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Il n’en reste pas moins vrai que, pour faire des corps morulés 
une étude aussi compléte que possible, il faut les étudier au 
niveau de l'axe blanc des circonvolutions. Indiquons de suite 
qu'il ne peut exister aucune confusion possible entre les 
morular cells de Mott et les corps granulenx d’ Alzheimer. Une 
simple coloration par le Soudan III ou le scharlach montre que 
les corps morulés ne possédent aucun constituant lipoidien. Si, 
par leur morphologie, ils se rapprochent des corps granuleux, 
ils en different totalement par leur constitution chimique. 

lelle-ci, & vrai-dire, n’est pas encore connue de facgon pré- 
cise. Nous indiquons ci-dessous les réactions tinctoriales prin- 
cipales : 

a) Réaction des graisses (Marchi, Soudan II, scharlach, 
Nil blev) : négative ; 

6) Colorants névrogliques (Weigert, méthylviolet. Holzer, 
cristalviolet, hématoxyline phosphotungstique de Mallory) : 
résultat positif ; 

c) Imprégnations argentiques (Bielchowsky) : n’imprégnent 
que la trame, /es inc/ustons restant iucolores ; 

d) Liquide de Van Gieson: coloration rose vif ; 

e) Méthode de Nissl : coloration trés pdle ; 

/) Réaction du fer : négative. 

Quant a la réaction de Gram & l'aide de laquelle Peruzzi a 
essayé de différencier les corps morulés des corps de Russell, 
sa réussite dépend uniquement du différenciateur et les résultats 
obtenus sont trop aléatoires pour que l’on puisse se baser sur 
eux pour trancher une question d’histogénése. 

A notre avis, il ne peut y avoir de doute sur l’tdentité com- 
plete entre les corps morulés de Mott et les corps de Russell. Nous 
renvoyons au travail fondamental de Dubreuil et Favre sur 
Vhistogénése des corps fuchsinophiles de Russell. 

Les cellules a corps de Russell doivent étre considérées comme 
une variété de cellules plasmatiques évoluées. Nous n’avons 
pas vu de figures permettant de nous convaincre de l’origine 
des inclusions de Russell aux dépens des granulations oxyphiles 
de plasmocytes, ainsi que l’admettent Dubreuil et Favre (1). 
Quoi qu'il en soit, immense majorité des auteurs admet 


(1) Dusreum et Favar, Cellules plasmatiques et cellules 4 corps de Russell. 
Arch. Anat. microsc. 1921, 17, p. 302-360. 
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lorigine plasmocytaire des corps de Russell. La grande ques- 
tion est de savoir si certaines cellules gliales ne sont pas. 
capables dans certaines conditions dé les produire. Pas plus 
que Spielmeyer, et que Van Bogaert, nousn’avons vu de cellules 
névrogliques donner naissance & des corps morulés. 

Par contre, nous avons eu l’heureuse fortune, grace 4 la’ 
méthode de Penfield modifiée, de révéler U’inclusion de corps 
morulés dans des cellules ramifiées d'origine histiocytaire ou 
microglique. Ces éléments, par la plasticité de leur proto- 
plasma, englobent les corps morulés parvenus a un stade 
évolutif avancé. A notre avis, ce remaniement histiocytaire 
se produit tardivement, tandis que le corps morulé se forme 
de bonne heure et dans des conditions physico-chimiques trés 
spéciales, aux dépens des plasmocytes exclusivement. 


4° Nivrocuie. — Les différences fondamentales qui existent 
entre la maladie du sommeil et la démence paralytique au 
point de vue anatomique, et sur lesquelles nous avons déja_ 
insisté & propos des altéralions neuro-ganglionnaires, appa- 
raissent avec plus de neltelé encore quand on étudie les modi- 
fications de la névroglie. 

Tandis que dans la paralysie générale la gliose cérébrale est 
diffuse, plus accentuée, il est vrai, dans les couches superfi- 
cielles de la corticalité, nous ne trouvons, au point de vue 
névroglique, dans la maladie du sommeil, que des altérations 
trés irréguliéres accom pagnant surtout les réactions périvascu- 
laires les plus intenses. 

C'est dire que /es lésions névrogliques sont maxima dans les | 
couches les plus profondes de Vécorce et dans la substance 
blanche. Dans ces régions, les éléments de névroglie fibreuse 
subissent une hypertrophie considérable et rappellent par leur. 
hyperplasie les corpuscules névrogliques géants décrits par 
Cajal dans la paralysie générale. 

Nous avons étudié les modifications de la névroglie fibreuse 
et protoplasmique a l’aide des imprégnations électives de 
Rimon Cajal & lor sublimé et de Rio Hortega au carbonate 
d'argent lithiné. La coloration de Holzer a l'aide du cristal 
violet nous a aussi donné de belles images. ae: 

Sur les préparations & l’or-sublimé, on peut apprécier exac- 
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Fic. 6. — Réaction névroglique marginale de l’écorce cérébrale. . 
(Méthode Hortega au carbonate d'argent lithiné. Grossissement : 83.) : 
: 

| 


Fic. 7. — Cellules névrogliques géantes de l’écorce cérébrale. 
(Méthode Hortega au carbonate d’argent lithiné. Grossissement : 337.) 
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tement l’hypertrophie de certains pieds suceurs de la névroglie 
fibreuse qui peuvent atteindre jusqu’a 4 et 5 microns d’épais- 
seur. Au voisinage des plus grosses vascularites, les prolonge- 
ments névrogliques ont une disposition extrémementtflexueuse, 
avec des sortes de neeuds localisés. A mesure que les prolon- 
gements se rapprochent du vaisseau lésé, l’imprégnation des 
expansions névrogliques devient moins nette, elle revét un 


Fic. 8. — Réaction névroglique autour des périvascularites de l’écorce. 
(Méthode Hortega au éarbonate d’argent lithiné. Grossissement : 75.) 


aspect granuleux et, généralement, l’expansion périvasculaire 
se termine par un renflement en baguette de tambour ou par 
une pointe effilée. Il ne s’agit pas ici d'une section oblique, 
car on ne peut arriver 4 déceler aucune terminaison correcte 
sur le vaisseau altéré. 

Les lésions de clasmatodendrose en dehors de toute lésion 
vasculaire sont absolument exceptionnelles. Nous avons méme 
été surpris, dans certains axes blancs des circonvolutions céré- 
brales, de constater que des cellules névrogliques d’aspect 
amiboide, de calibre considérable, & noyau excentrique, avairnt 
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cependant conservé aprés imprégnation a lor-sublimé leur 
caractére de névroglie fibreuse et que leurs multiples prolonge- 
ments, bien qu’épaissis et onduleux, n’offraient aucune trace 
de fragmentation. La clasmatodendrose, si les conditions de 
fixalion sont rigoureuses, nous parait done assez rare dans la 
maladie du sommeil et n’atteint en tout cas jamais |’intensité 
de celle qu’on observe dans la paralysie générale. 


Fic. 9. 


Fic. 9,140 et 14. — Aspects divers des réactions névrogliques périvasculaires. 
(Méthode Hortega au carbonate d’argent lithiné. Grossissement : 150.) 


Les couches superficielles de l’écorce cérébrale, surtout 
quand il existe des lésions méningées importantes, sont le 
siege d'une gliose réactionnelle indéniable, gliose particuliére- 
ment mise en évidence par Ja méthode de Holzer. 

' Mais nous n’avons jamais observé de feutrage dense pouvant 
rappeler méme de loin ce qui se passe dans la démence para- 
lytique. 

Nous insistons sur ce point qu’en dehors du voisinage immé- 
diat de la méninge et des grosses périvascularites, la névroglie, 
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Fie 11. 
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tant fibreuse que protoplasmique, ne présente pas d’allérations 
notables. 

Nous n’avons pas décelé dans la névroglie cérébrale, méme au 
niveau des éléments les plus volumineux, d’inclusions pouvant 
servir de souche aux corps morulés. A ce point de vue, |’opinion 
de Eisath, d’aprés laquelle la plupart des corps de Mott auraient 
une origine gliale, ne parait mériter aucune considération. 


Fic. 12. — Névroglie satellite dans )'écorce frontale. 
(Méthode de Cajal a l’or-sublimé. Gvossissement : 150.) 


Il existe entre les deux cas étudiés par nous une différence 
assez nette au point de vue névroglique. Tandis que, dans le 
premier cas, l’hypertrophie névroglique est particuli¢rement 
intense et marche de pair avec de nombreuses et importantes 
lésions vasculaires et méningées, dans le second, les altéra- 
tions de la névroglie sont minimes et pratiquement limitées au 
voisinage des plus grosses périvascularites. 


5° OLicopEnvRoGLie. — L’oligodendroglie a été jusqu’ici peu 
étudiée dans les trypanosomiases. Spielmeyer, en 1908, n’a pu 
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décrire isolément ses réactions, puisqu’au moment ow il 
publiait son étude d’ensemble, 1l’oligodendroglie n’avait pas 
encore été individualisée par Del Rio Hortega. Van Bogaert 
considére que les éléments oligodendrogliques ne donnent pas 
naissance aux éléments morulés de Mott. Peruzzi soutient par 
contre que les corps de Russell sont susceptibles de dériver des 
éléments satellites. 

En nous servant d'une poate) de Penfield profondément 
modifiée [telle que l’un de nous l’a publiée avec M"e J. Guil- 
lain (1)], nous avons obtenu d’excellentes préparations d’oligo- 
dendroglie, en particulier au niveau du cortex cérébral. Il est 
impossible de juger avec précision s'il existe une augmentation 
numérique des oligocytes. En tout cas, cela ne nous a pas 
frappés. 

Par contre, on reconnait facilement les allérations morpho- 
logiques. La lésion ja plus fréquente consiste dans une hyper- 
trophie de Voligocyte qui devient bulleux. Rétractés au centre 
de cette bulle claire, le noyau et le protoplasma finement gra- 
nuleux sont reliés aux parois par de fines trabécules. Cet aspect 
vésiculeux est assez commun dans lous les processus inflamma- 
toires aigus. Décrit par Penfield et Cone il est désigné par Del 
Rio Hortega sous le nom d’ « endolisis » ou « tuméfacion trans- 
parente ». Dans ces cas, les prolongements de ta cellule sont 
assez courts, souvent méme absents. 

Une autre altération de Voligodendroglie bien moins com- 
mune que la précédente est la tumélaction trouble : « ¢ume- 
faction turbida » de Del Rio Hortega. Elle consiste dans une 
imprégnalion diffuse du corps protoplasmique. Le cytoplasme 
apparail homogéne ou finement granuleux, mais, dans tous les 
cas, il n’existe pas d’espace clair entre le noyau et la membrane 
périphérique. Les contours de la cellule sont moins nets que 
dans la forme précédente. Les prolongements sont courts, 
trapus, irréguliers et rappellent certains éléments de microglie 
amiboide. Le noyau accuse également des signes de soutfrance, 
les détails chromatiques disparaissent, le nucléoplasme se 
fonce, une pycnose trés netle s’installe. Quand des éléments 
voisins subissent la méme tuméfaction trouble, il n’est pas rare 


(1) I. Bertrano et Mlle J. Gumain, Technique de recherche de loligoglie. 
C. RK. Société de Biologie, 115, 1934, p. 706. 
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de voir se confondre les protoplasmes, précisément en l’absence 
de membrane périphérique nette. On assiste ainsi & la produc- 
tion de masses plasmodiales, d’ailleurs d’étendue assez res- 
treinte. 

La tuméfaction trouble s’observe avec une fréquence toule 
particuliére dans le voisinage immédiat des vaisseaux, surtout 
quand ceux-ci sont le sige de périvascularite intense. Crest 
dans les mémes circonstances qu’on assiste & une fragmenta- 
tion des prolongements oligodendrogliques. Cette clasmato- 
dendrose reste toujours trés limitée au voisinage des grosses 
lésions vasculaires. Partout ailleurs les longues fibres oligoden- 
drogliques restent visibles, continues, mais pourvues d’innom- 
brables varicosités lalérales qui donnent au réseau un aspect 
tres caractérislique. Cette clasmatodendrose si restreinte de 
loligodendroglie coincide avec nos constatations trés analogues 
concernant la névroglie fibreuse et protoplasmique. I! faut 
tenir compte de l’excellente fixation de notre matériel anato- 
mique et de l’absence de toule cadavérisation méme précoce. 
Cette constatation est particuliérement précieuse, car elle nous 
autorise & considérer comme réels les différents aspects mor- 
phologiques que nous avons pu observer dans ces structures 
si délicates. 

Kn dehors de la distension bulleuse et de la tuméfaction 
trouble, nous n’avons pas observé d’antres dégénérescences 
spéciales de l’oligodendroglie. C’est ainsi que nous n’avons 
retrouvé en aucun point la tuméfaction granuleuse décrite par 
Del Rio Hortega dans une trypanosomiase du cheval [mal de 
Caderas (1)|. La dégénérescence mucoide n’a pas été conslatée 
non plus. 

Les oligocytes présentent assez rarement des divisions 
directes et l’on peut observer des groupes isogéniques de 2, 3, 
4 et d noyaux, groupés dans une méme masse protoplasmique. 
De tels amas sont déja décelables sur des préparations au Nissl, 
mais en l’absence de toute imprégnation élective on ne peut 
affirmer l’autonomie ou la confluence des éléments. Des 
groupes nucléaires comme les précédents ont été signalés par 
Rio Hortega dans l’encéphalite épidémique. Nous ne pensons 


(1) Det Rro Hortgca, 3° aport. el conocim. morf. de la oligodendroglia’ 
emorias real soc. cop. de Hist. nulur., 1926, p. 106. 


LESIONS TRYPANOSOMIQUES DES CENTRES NERVEUX 137 


pas qu'il aient été signalés dans la trypanosomiase humaine. 
Dans ces divisions amitoliques, les noyaux restent pelils, et 
quand ils ne sont que deux, on risque de prendre les élémen's 
pour des plasmocytes en voie de division. La distinction & ce 
moment n'est pas toujours facile, car les noyanx petits et foncés 
offrent peu de différence avec les colorations nucléaires 
banales. Il est préférable d’avoir recours & des imprégnations 
électives. De tels aspects morulés des oligocytes sont rares, 
nous les avons particulizrement observés dans l’axe blanc des 
circonvolutions cérébrales. L’avenir de ces formations est 
incertain et il est impossible de savoir si quelques-unes d’entre 
elles ne peuvent aboutir 4 la production de certains éléments 
morulés de Mott. 


6° Microeiiz. — La microglie joue un réle parliculiérement 
important pour L. Van Bogaert dans les périodes initiales de 
Paffection. A une phase avancée de la désinlégration s’ajoutent, 
avec des cellules de microglie fibreuse et protoplasmique, une 
quantité considérable de macrophages bourrés de granulations 
lipo-pigmentaires. 

Il est certain que la microglie joue un réle important pen- 
dant toute la durée de la maladie. Le fait qu’elle est, a la 
période terminale, intimement mélée 4 des macrophages, d’ori- 
gine lympho-plasmocytaire, rend son individualisation souvent 
délicate. Les méthodes d’imprégnation particulitrement élec- 
tives pour la microglie, telles que celles de Rio Hortega, de Cajal, 
de Penfield imprégnent, en méme temps que les corpuscules 
microgliques, tous les hisliocytes, quelle que soit leur origine. 
Il y a donc des confusions presque inévitables. C’est ainsi que 
de nombreux éléments qualifiés m/croglie géante sont de toule 
évidence des histiocytes. 

Il se produit, au niveau de la aout enflammée et des 
vaisseaux atteints de périvascularite, une sorte de reviviscence 
embryonnaire ; des histiocytes néoformés quittent les terri- 
toires mésodermiques pour pénétrer dans le parenchyme ner- 
veux. Ces éléments restent cependant longtemps différents de 
la microglie adulte, méme remaniée. 

Les modifications de la microglie sont trés variables selon 
les régions considérées ct suivant le voisinage des lésions 


138 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


inflammatoires vasculaires les plus importantes. I] faut recon- 
naitre au niveau du cortex cérébral lextraordinaire abondance 
des cellules en dtonnet. Ces éléments découverts par Nissl, 
en 1899, ont été surtout décrits dans la paralysie générale. 
lis n’ont évidemment rien de pathognomonique, pas plus que 
les cellules astériformes qui en dérivent. Leur morphologie est 
trop connue pour que nous y insistions. La méthode de Nissl 


Fic. 43. — Cellules en balonnets (microglie) de l’écorce cérébrale. 
(Méthode de Penfield modifiée. Grossissement : 150.) 


suffit & les metlre nettement en évidence, mais ce sont surtout 
les imprégnations électives au carbonate d’argent qui révélent 
leur abondance et surtout leur longueur étonnante qui leur 
permet de traverser d’un seul trait la plus grande partie du 
cortex cérébral. Orientés d’une maniére axiale, contenant des 
inclusions lipoidiennes, ils ont un noyau trés allongé, hyper- 
chromatique, avec souvent un étranglement médian. On observe 
fréquemment des modifications de forme, des coudures en H, 
en V, en X, en L. Le protoplasma, surtout dans les régions 
profondes du cortex, présente parfois des renflements bulleux 
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plus ou moins cloisonnés et rattachés au reste de la cellule par 
de fins filaments. Ainsi que le fait remarquer Rodriguez 
Somoza, & propos de la démence paralytique, les formations 
globulaires fuzent la surface. 

Ces formations de microglie géante ne sont pas les seules, 
on voit souvent des types astériformes, a protoplasma trés délié, 
ayant les mémes dimensions que les cellules en batonnet. 

Dans le voisinage des vaisseaux surtout et, 4 un moindre 
degré, d’une maniére diffuse, la microglie subit des destruc- 
tions partielles avec fragmentation du cytoplasme. Nous n’avons 
pas observé d’évolution vers le type corps granuleux, mais, 
assez fréquemment, une phagocylose des corps morulés, 
notamment dans la substance blanche. 


7° Le cerveter. — Par l’extréme complexité de sa surface et 
Jes nombreux sillons qui l’enlaillent profondément, le cervelet 
se trouve en contact étendu avec la méninge molle qui 
Yentoure. Celle-ci, comme au nivean des hémisphéres céré- 
braux, est le siége de lésions inflammatoires trés accusées qui 
retentissent inévitablement sur la substance cérébelleuse. 

Dans nos deux cas, la méninge montre des réactions intenses 
consistant en une infiltration massive de plasmocytes, de lym- 
phocytes, de macrophages. I] n’y a pas de polynucléaires. 
L’infiltration est aussi marquée dans le fond des sillons qu’a 
la périphérie des lamelles. Toutes les régions sont également 
frappées, la face supérieure comme la face inférieure, le vermis 
comme les hémisphéres. Dans la méninge, on observe une 
quantité notable de corps morulés. 

Sur les préparations au Nissl, l’architecture générale du cer- 
velet est partout conservée. La couche des grains offre une 
densité normale; diverses méthodes de coloration nucléaire 
avec tests de comparaison ne permettent d’y déceler aucun 
éclaircissement. Cette constatation concorde diailleurs avec 
l’absence de toute atrophie lamellaire, ainsi que nous |’avons 
constaté macroscopiquement. 

Les cellules de Purkinje, par contre, montrent des Iésions 
indéniables. Si elles sont peu diminuées de nombre, si, sur de 
vastes secteurs, un dixiéme a peine de ces éléments fait défaut, 
on observe dans les cellules persistantes des altérations de 
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forme : tuméfaction aigué ou au contraire atrophie. Les cel- 
lules atrophiées sont assez nombreuses avec des granulations 
de Nissl irréguligrement réparties, souvent accumulées 4 la 
base de la cellule. La membrane nucléaire est souvent indis- 
tincte, le noyau excentrique n’est guére décelable dans cer- 
tains cas que par son nucléole. Enfin, en d’autres points, il ne 
persiste qu’un fanléme cellulaire. 

La méthode d’imprégnation de Bielchowsky montre dans les 
cellules de Purkinje un réseau neurofibrillaire assez raréfié 
avec des aspects de vacuolisation. 

Nous avons observé fréquemment, au niveau des cellules de 
Purkinje, une disposition tres particuliére, des cellules a 
double noyau. Chaque noyau a un volume normal, le volume 
total de la cellule est & peine plus considérable que d’habitude. 
Une telle disposition est fort remarquable ; on sait qu’il est de 
régle de l’observer dans les paralysies générales de type juvé- 
nile. Nous en avons observé nous-mémes dans certains cas de 
maladie de Friedreich. Cette lésion indique un trouble profond 
de la cellule, beaucoup plus stirement que les modifications 
décelables au niveau de l’appareil chromidial. 

Les dendrites des cellules de Purkinje sont peu visibles sur 
les préparations de Nissl ow ils apparaissent en bleu trés pale. 
Sur préparation de Bielchowsky, ils monlrent un état finement 
granuleux qui contraste avec l’intégrité des fibres grimpantes. 

Le cylindraxe n’est généralement pas visible ; nous n’avons 
jamais observé sur son trajet les renflements fusiformes qui se 
produisent prés de l’origine des fibres récurrentes dans les cas 
de paralysie générale a Iésions cérébelleuses marquées. 

Les corbeilles entourant les cellules de Purkinje sont relati- 
vement peu altérées. On peut observer un épaississement 
notable des fibres qui les constituent et quelques perforations 
ou boutonniéres dans l’épaisseur de ces fibres, mais on ne 
trouve pas de volumineux renflements claviformes ou en 
massue avec rétraction des fibres interrompues, comme cela est 
fréquent dans les cas de paralysie générale a forme cérébel- 
leuse. Quand les cellules de Purkinje ont disparu, les cor- 
beilles restent longtemps vides et finissent par disparaitre. 

Alors que les cellules de Purkinje ne subissent jamais de 
dégénérescence spongieuse ou vacuolaire, les cellules étoilées 
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de la couche moléculaire du cervelet présentent fréquemment 
ce type de dégénérescence. Cette particularité a été retrouvée 
par Rodriguez Somoza dans la démence paralytique (4). 

En étudiant la couche moléculaire du cervelet & l'aide d’une 
méthode de Penfield modifiée, on reconnait l’existence d’un 
nombre considérable de cellules microgliques qui s'’étendent 
dans toute l’épaisseur de la couche depuis la méninge jusqu’a 
la ligne des éléments de Purkinje. Ces microgliocytes sont for- 
tement hypertrophiés et revéltent souvent le type amiboide. 
Ils ne subissent jamais de dégénérescence ahoulissant & la 
production de corps granuleux & inclusions lipoidiennes. Ils se 
comporlent exactement 4 ce niveau comme dans la corticalité 
cérébrale. La microglie satellite des vaisseaux subit dans la 
couche moléculaire une hypertrophie importante, ce qui donne 
au systéme vasculaire un aspect trés spécial au faible grossis- 
sement en raison de l’épaississement des parois. 

kin raison du voisinage immédiat de la pie-mére, en vive 
réaclion inflammatoire, un certain nombre de macrophages 
émigrent dans la couche médullaire et viennent se mélanger 
aux microgliocytes déja existants. Il est souvent difficile de 
reconnaitre ces deux éléments cellulaires l’un de l'autre. 

La couche médullaire est renforcée par un nombre anormal 
de fibres de Bergmann qui se sont multipliées en proportion 
considérable. 

L’axe blanc des lamelles présente des réactions vasculaires 
plus intenses que la substance corticale. Les réactions gliales, 
trés marquées, sont du méme type qu’au niveau des hémi- 
sphéres. 


Conclusions. 


De cette étude ressortent un certain nombre de faits qu'il 
importe de mettre en relief. 

Tout d’abord, la maladie du sommeil est une méningo-encé- 
phalite diffuse dont le caractére infiltratif est extrémement 
marqué. Les périvascularites ont une prédominance plasmo- 


(1) R. Ropricusz Somoza, La macroglie et la microglie dans un cas de 
paralysie générale. Travaux du laboratoire des recherches biologiques de l’Uni- 
versité de Madrid, 24, p. 289. 
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cytaire poussée & un point que l’on ne rencontre dans aucune 
autre affection. La substance blanche est particuliérement riche 
en lésions vasculaires. Il ne s’agit cependant pas d’une leuco- 
encéphalite analogue a la maladie de Schilder, la myéline reste 
partout remarquablement indemne. 

Les infiltrats cellulaires ont une origine complexe. Aux élé- 
ments strictement névrogliques et microgliques se Joignent en 
erand nombre des plasmocytes et des histiocytes d'origine 
adventitielle ou méningée. Ces infiltrats ont donc & la fois une 
valeur gliale et mésenchymateuse. 

Les cellules morulées de Mott sont rigoureusement identiques 
aux cellules & corps fuchsinophiles de Russell. Sans que l’on 
puisse préciser la constitution chimique de leurs inclusions, il 
est permis d’aflirmer leur origine exclusive aux dépens des 
plasmocytes. La névroglie ne présente jamais d’inclusions de 
cetordre. Par contre, les histiocytes et les microgliocytes sont 
susceptibles d’englober les corps morulés parvenus 4 un degré 
assez avancé de désintégration. 

La formule névroglique de la trypanosomiase dépend essen- 
tiellement de la durée de l’évolution. La présence de nom- 
breuses cellules en batonnet dans Ja substance grise corticale 
et jusque dans la substance blanche indique un processus 
chroniyue mais n’a rien de pathognomonique. 

Les nombreuses cellules de névroglie amiboide que l’on 
observe dans la substance blanche, parfois en grand nombre, 
sur les préparations 4 |’or-sublimé, montrent des prolonge- 
ments hypertrophiés mais indemnes, contrairement a l’opinion — 
classique. 

La clasmatodendrose est un processus assez rare et généra- 
lement limité aux pieds suceurs de la névroglie fibreuse. 

La gliose corticale reste beaucoup moins accusée que dans 
la paralysie générale. 

De méme, les Iésions neuro-ganglionnaires de la corticalité 
cérébrale consistent surtout en tuméfaction aigué. Les figures 
de liquéfaction, indice d’une dégénérescence grave et irréver- 
sible, sont absentes, contrairement a ce qu’on observe dans la 
démence paralytique. 

Les cas que nous avons observés sont indemnes de toute 
complication : méningite, hémorragie, ramollissement. Ils 
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n’ont pas été traités et les lésions qu'ils révélent doivent étre 
considérées comme des processus neuro-pathologiques assez 
purs. 


(Laboratoire des Instituts Pasteur coloniaux et Laboratoire Char- 
cot a la Salpétriére.) 
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LEGENDE DES PLANCHES 


PrLancue I. — Corps morulés. 
(Coloration de Nissl; dessins 4 immersion ; grossissement : 750.) 


Aspects divers des corps morulés de Mott rencontrés dans la substance 
blanche cérébrale. Les figures inférieures de la planche montrent des inclu- 
sions peu ou pas colorées et une chromatine extrémement dispersée. La suc- 
cession des figures de haut en bas reproduit sensiblement I’évolution habi- 
tuelle des corps morulés. 


PiancneE I]. — Histiocytes, microgliocytes el corps morules. 


(Imprégnation par la méthode de Penfield modifiée; dessins 4 immersion; 
grossissement : 750.) 


1, 2,6 et 7. — Histiocytes a prolongements protoplasmiques trés ramifiés. 
3. — Microgliocyte phagocytant un corps morulé. 


4 et 5. — Histiocytes englobant dans leur cytoplasme et leurs prolonge- 
ments des corps morulés a divers stades évolutifs. 


Prancne II]. — Histiocytes. 


(Imprégnation par la méthode de Penfield modifiée ; dessins a l'immersion ; 
grossissement: 750.) 


1 et 5. — Histiocytes dais l'épaisseur dinfiltrats périvasculaires, englo- 
bant dans leur protoplasme de nombreux plasmocytes, en apparence 
indemnes. 

2 et 6. — Histiocytes se libérant des gaines périvasculaires et pénétrant 
dans le parenchyme nerveux. 

3 et 4. — Histiocytes libres dans le parenchyme nerveux, montrant des 


inclusions bulleuses dans leur cytoplasme. 


Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — A. MareTHeux et L. Pactar, im’., 1, rue Cassette. — 1935. 
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